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Abstract

Cystic fibrosis (CF) and primary ciliary dyskinesia (PCD) are two rare diseases which,
among others, impair the mucociliary transport. CF is one of the most common in-
herited metabolic diseases with patients suffering from a defect in the Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductor Regulator (CFTR) gene, which is characterized by the pro-
duction of highly viscous secretions in mucin-producing organs such as the gastrointestinal
tract and lungs. Patients suffering from PCD have defects in currently approximately 38
known and PCD-associated genes resulting in structural defects of the ciliary appara-
tus and thus in dysfunctional cilia. Since neither CF nor PCD have any chance of being
cured so far, the main focus is on alleviating the symptoms. The basic goal is the long-
term preservation of lung function and the prevention of microbial infections. Previous
model systems for exploring possible therapeutic options have been animal models that
can never completely represent the human phenotype due to species diversity. Human
intestinal organoid cultures are considered as a promising test system for cystic fibro-
sis. However, since respiratory symptoms are mainly responsible for patient mortality,
CF respiratory models provide better test systems for future therapeutics. Respiratory
organoid cultures have been used to study CFTR functionality, but do not completely
represent the in vivo situation. In order to develop new therapeutic strategies, patient-
specific 3D in wvitro test systems for the human respiratory tract expressing functional
kinocilia are required, which can be used in particular with regard to personalized medi-
cine.

In the present thesis, a new method for obtaining cells from nasal mucosal brush biop-
sies was established, that guarantees a standardised supply of human primary materi-
al. In order to generate a disease-specific cell line, such as a PCD cell line, using the
CRISPR/Cas9 system, a respiratory cell line that fully represents the in vivo situation is
required. Hence, four different respiratory epithelial cell lines (HBEC3-KT, Calu-3, VA10
and Cl-huAEC) were investigated with regard to their mucociliary phenotype, whereby
only the cell line HBEC3-KT differentiated into ciliated cells. However, these showed ki-
nocilia only on approx. 5 % of the model’s surface, thus the human respiratory mucosa
could not be completely modelled and HBEC3-KT cell line is no suitable cell line for gene
editing experiments.

Tissue engineering made it possible to build 3D in vitro test systems based on two different
matrices, the biological SIS (small intestine submucosa) and synthetic PET (polyethylene
terephthalate) membranes. 3D airway test systems were generated using human primary

nasal and tracheobronchial epithelial cells. In addition to histological investigations and



the characterization of specific markers of the respiratory system by immunofluorescence,
the ultrastructure of the models was analyzed with a special focus on ciliary structures.
In order to gain insight into the ciliary functionality and thus to achieve a high in vivo
correlation, the method of high-speed video microscopy was established within the scope
of this work at the Chair of Tissue Engineering and Regenerative Medicine, which allows
the analysis of ciliary beat frequency as well as mucociliary transport. The influence of
isotonic saline solution and salbutamol, a $2-adrenergic agonist mainly used as broncho-
dilator in asthma patients, on ciliary beat frequency was also analyzed. It could be shown
that both substances increased the ciliary beat of the primary respiratory mucosa models.
In order to generate test systems for the two rare diseases CF and PCD, epithelial cells
of the affected patients were first examined by non-invasive Raman spectroscopy for a
potential biomarker that could be used in diagnostic approaches. However, no biomarker
for CF or PCD could be detected, with PCD cells showing a low separation to non-PCD
cells. Subsequently, 3D test systems based on patient cells were developed. The phenotype
of the CF models was verified by immunohistological staining and analysis of impaired
mucociliary transport. Ultrastructural ciliary defects could be identified by ultrastructural
analysis of cilia cross sections in three donor-specific PCD models. Additionally, ciliary
functionality could not be detected using high speed video microscopy analysis.

In summary, this work succeeded in establishing a new method for the complete characte-
rization of 3D airway test systems, which allows the analysis of ciliary beating frequency
and mucociliary transport. It has been shown for the first time that tissue engineering can
be used to generate a personalized disease model for PCD using a decellularized poricine
jejunum as a scaffold. Both, PCD and CF disease models could in future be regarded as

test systems for potential therapeutics.
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Zusammenfassung

Bei der zystischen Fibrose (CF) sowie der priméren Ziliendyskinesie (PCD) handelt es sich
um zwei seltene Erkrankungen, die unter anderem den mukozilidren Transport beeintréch-
tigen. CF gehort hierbei zu den am héufigsten vorkommenden angeborenen Stoffwechsel-
erkrankungen, wobei Betroffene unter einem Defekt des Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductor Regulator (CFTR)-Gens leiden, der durch die Produktion von hochviskosem
Sekret in muzinproduzierenden Organen, wie dem gastrointestinalen Trakt und der Lunge,
gekennzeichnet ist. Patienten, die an PCD leiden, weisen Defekte in, zum jetzigen Zeit-
punkt, ca. 38 bekannten und PCD-assoziierten Genen auf, die in strukturellen Defek-
ten des zilidren Apparats und somit in dysfunktionalen Kinozilien resultieren. Da aktuell
weder fiir die CF noch fiir die PCD eine Heilung moglich ist, steht bei der Therapie vor al-
lem die Linderung der Symptome im Fokus. Grundlegendes Ziel ist der langfristige Erhalt
der Lungenfunktion sowie die Prévention bakterieller Infekte. Als bisherige Modellsysteme
zur Erforschung moglicher Therapeutika gelten Tiermodelle, die den humanen Phanotyp
aufgrund von Speziesdiversitiat nicht vollstindig abbilden kénnen. Als vielversprechende
Testsysteme fiir die zystische Fibrose gelten humane intestinale Organoidkulturen. Nach-
dem allerdings vorwiegend respiratorische Symptome fiir die Mortalitét der Patienten ver-
antwortlich sind, stellen CF-Atemwegsmodelle bessere Testsysteme fiir zukiinftige Thera-
peutika dar. Atmungsorganoidkulturen wurden verwendet, um die CFTR-Funktionalitét
zu untersuchen, reprasentieren aber nicht vollstindig die in vivo Situation. Deshalb wer-
den zur Entwicklung neuer Therapiestrategien patientenspezifische 3D in wvitro Testsys-
teme der humanen Atemwege bendtigt, die insbesondere im Hinblick auf personalisierte
Medizin ihren Einsatz finden.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine fiir den Lehrstuhl neue Methode zur Zellgewin-
nung aus nasalen Schleimhautabstrichen etabliert, die eine standardisierte Versorgung
mit humanem Primarmaterial garantiert. Zur Generierung einer krankheitsspezifischen
Zelllinie, wie beispielsweise einer PCD-Zelllinie mit Hilfe des CRISPR /Cas9-Systems, ist
eine Atemwegszelllinie erforderlich, die die in vivo Situation vollstandig représentiert. So
wurden vier verschiedene respiratorische Epithelzelllinien (HBEC3-KT, Calu-3, VA10 und
Cl-huAEC) auf ihren mukozilidren Phanotyp hin untersucht, wobei lediglich die Zelllinie
HBEC3-KT in zilientragende Zellen differenzierte. Diese zeigten jedoch nur auf ca. 5 %
der Modelloberfliche Kinozilien, wodurch die humane respiratorische Mukosa nicht kom-
plett abgebildet werden konnte und die HBEC3-KT-Zelllinie keine geeignete Zelllinie zur
Generierung einer PCD-Zelllinie darstellte.

Mit Hilfe des Tissue Engineering war es moglich, 3D in vitro Testsysteme basierend auf
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zwel unterschiedlichen Matrices, der biologischen SIS (small intestinal submucosa) und
der synthetischen Polyethylenterephthalat (PET)-Membran, aufzubauen. Es wurden 3D-
Atemwegstestsysteme mit humanen priméren nasalen und tracheobronchialen Epithel-
zellen generiert. Ergénzend zu histologischen Untersuchungen und zur Charakterisierung
spezifischer Marker des respiratorischen Systems mittels Immunfluoreszenz, wurde die Ul-
trastruktur der Modelle, mit speziellem Fokus auf zilidre Strukturen, analysiert. Um Riick-
schliisse auf die zilidre Funktionalitdt ziehen zu konnen und somit eine hohe in vivo Korre-
lation zu bestéitigen, wurde im Rahmen dieser Arbeit am Lehrstuhl fiir Tissue Engineering
und Regenerative Medizin die Methode der Hochgeschwindigkeitsvideomikroskopie eta-
bliert, welche die Analyse der Zilienschlagfrequenz sowie des mukozilidren Transports er-
moglicht. Ebenfalls wurde der Einfluss von isotoner Kochsalzlosung und des 52-adrenergen
Agonisten Salbutamol, das vor allem als Bronchodilatator bei Asthmapatienten eingesetzt
wird, auf die Zilienschlagfrequenz analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass beide Sub-
stanzen den Zilienschlag im Atemwegsmodell erhéhen.

Zur Generierung der Testsysteme der beiden seltenen Erkrankungen CF und PCD wurden
Epithelzellen der betroffenen Patienten zunéchst mittels nicht-invasiver Raman-Spektros-
kopie auf einen potentiellen Biomarker untersucht, welcher Einsatz in der Diagnostik
der beiden Krankheiten finden kénnte. Es konnte jedoch weder fiir die CF noch fiir die
PCD ein Biomarker aufgedeckt werden. Jedoch zeigten PCD-Zellen eine geringe Auf-
trennung gegentiber nicht-PCD Zellen. AnschlieBend wurden 3D-Atemwegstestsysteme
basierend auf Patientenzellen aufgebaut. Der Phénotyp der CF-Modelle wurde mittels
immunhistologischer Farbung und der Analyse des gestorten mukozilidren Transports
verifiziert. Strukturelle zilidre Defekte konnten durch die ultrastrukturelle Analyse von
Zilienquerschnitten in drei donorspezifischen PCD-Modellen identifiziert werden. Dartiber
hinaus konnte die zilidre Funktionalitdat mit Hilfe der Hochgeschwindigkeitsvideomikro-
skopie nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend ist es in dieser Arbeit gelungen, eine neue Methode zur vollstandi-
gen Charakterisierung von 3D-Atemwegstestsystemen zu etablieren, die die Analyse der
Zilienschlagfrequenz sowie des mukozilidren Transports ermdglicht. Es konnte erstmalig
gezeigt werden, dass mit Hilfe des Tissue Engineering ein personalisiertes Krankheits-
modell fiir die PCD auf Segmenten eines dezellularisierten porzinen Jejunums generiert

werden kann, das zukiinftig ein Testsystem fiir potentielle Therapeutika darstellen kann.
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1 FEinleitung

1 Einleitung

1.1 Das humane respiratorische System

Das humane respiratorische System lésst sich in die oberen und unteren Atemwege unter-
teilen. Zu den oberen Atemwegen gehoren Nase, Nasennebenhohlen, Rachenraum (Pha-
rynz) und Kehlkopf (Larynz). Die darauffolgende Luftrohre (Trachea) teilt sich in Héhe
des vierten Brustwirbels in die beiden Hauptbronchien (Bronchus principales), die in die
linke und rechte Lunge eintreten. Der von den Hauptbronchien ausgehende Bronchial-
baum (Arbor bronchialis) verzweigt sich stark innerhalb des Lungengewebes und miindet
in die Lungenalveolen.

Innerhalb der Nase und des Pharynz findet die Reinigung, das Anwarmen und Anfeuchten
der einstromenden Luft und erste Prozesse der Immunabwehr statt. Der Larynz schiitzt die
unteren Atemwege durch seinen reflektorisch ausgelosten Verschluss vor Aspiration und
ist auerdem fiir die Phonation zustédndig. Die Trachea beginnt unterhalb des Ringknor-
pels des Larynz und endet mit ihrer Aufzweigung in den linken und rechten Hauptronchus
(Bronchus principalis). Sie ist beim erwachsenen Menschen ca. 10- 15 ¢cm lang und hat
einen Durchmesser von 2 cm. Zu ihrer Stabilisation besteht die Trachea aus 15 bis 20
hufeisenféormigen Knorpelspangen, die nach hinten gerichtet sind. Diese sind tiber ein an
elastischen Fasern reiches Bindegewebe verbunden und mit gleichem iiberzogen. In den
unteren Atemwegen teilen sich die Bronchus principalis in Lappen-, Segment- und Sub-
segmentbronchien auf, bis das konduktive Atemwegssystem nach ca. 23 Aufteilungen mit
den Bronchioli terminales endet und der Ubergang in die gasaustauschenden Bronchioli
respiratorii folgt, an welche sich die Lungenbléschen anschlieBen (siehe Abb. 1) [2, 3, 4].
Von der Nase bis zu den Hauptbronchien sind die Atemwege mit einem mehrreihigen
(pseudostratifizierten) Flimmerepithel ausgekleidet, welches aus den zilientragenden Zel-
len und schleimproduzierenden Becherzellen besteht, die beide am Selbstreinigungsme-
chanismus (Mukozilidre Selbstreinigung) des respiratorischen Systems beteiligt sind. Die
schleimproduzierenden Becherzellen sind stark polarisiert und ihr Kern ist auf die Zellba-
sis lokalisiert. Das Flimmerepithel ist mit einer 10 - 15 pym dicken Schleimschicht bedeckt,
wobei sich der Mukus aus 1 % Muzinen, 1 % Salz, 1 % anderen Proteinen und 97 % Was-
ser zusammensetzt [5]. Die Schleimschicht kann in zwei Phasen unterteilt werden: Die
niedrigviskose Periziliarschicht (PCL) und die dariiber liegende viskoelastische Gelphase.
Die wichtigsten Bestandteile des produzierten Schleims sind die Muzinglykoproteine, die
in den Atemwegen exprimiert werden (z.B. Mucbac und Mucbhb) [1]. In gesunden Atemwe-

gen exprimieren die Becherzellen typischerweise Mucbac, wahrend die Muchbb Expression
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der humanen Atemwege. Die Atemwege sind funk-
tionell in die leitende und die respiratorische Zone untergliedert. Die Trachea teilt sich in den rech-
ten und linken Hauptmbronchus auf. Der darauffolgende Bronchus teilt sich in die Bronchiolen auf,
die nach mehreren bronchiolaren Verzweigungen am Ende in die Alveolen iibergehen. Trachea und
proximale Atemwege sind von einem pseudostratifizierten Epithel gesdumt, das aus Flimmer- und
schleimproduzierenden Zellen besteht. Modifiziert nach Bustamante-Marin und Ostrowksi, 2017 [1].
Abdruckgenehmigung liegt vor.

hauptsachlich auf Driisenzellen beschrénkt ist. Kleinere Fremdstoffe und Mikroorganismen
konnen durch den Mukus gebunden werden und tiber den Pharyna-gerichteten Zilienschlag
aus dem respiratorischen Trakt befoérdert werden [6, 7, 4, 3, 8]. Eine erhohte Produktion
und Sekretion von Muzinen ist ein Merkmal vieler chronischer Atemwegserkrankungen,
beispielsweise der zystischen Fibrose [6].

Kinozilientragende Zellen sind final differenzierte Epithelzellen [9] und machen ca. 60 %
der Zellen des Flimmerepithels aus [1]. In der apikalen Region besitzen sie viele Mitochon-

drien, um die Verfiigharkeit von Adenosintriphosphat (ATP) zur Aufrechterhaltung der
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Periphere Mikrotubulidubletts
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der axonemalen Struktur einer Zilie. Der sche-
matische Zilienquerschnitt zeigt die typische 9x242 Anordnung einer motilen Kinozilie, wobei neun
periphere Mikrotubulidubletts ein zentrales Mikrotubuli-Paar umgeben. Zu den Proteinkomplexen
gehoren der Nexin-Dynein-Regulierungskomplex (N-DRC), radiale Speichen sowie innere und dufle-
re Dyneinarme. Modifiziert nach Bustamante-Marin und Ostrowksi, 2017 [1]. Abdruckgenehmigung
liegt vor.

zilidren Motilitat, die durch die motorische Aktivitdt von axonemalem Dynein vermittelt
wird, sicherzustellen [10]. Die Kinozilien sind bewegliche zytoplasmatische Ausstilpungen
respiratorischer Epithelzellen, die eine Lange von 4 - 6 pm aufweisen und deren Beweglich-
keit Voraussetzung fiir einen effektiven mukozilidren Transport ist. Die hochkonservierte
Mikrotubuli-basierte Struktur, auch Axonem genannt, zeigt eine 9x2+2 Anordnung (sie-
he Abbildung 2). Das zentrale Paar ist von neun peripheren Mikrotubulidubletts, die
aus einem A- (13 Protofilamente) und einem B-Tubulus (10 - 11 Protofilamente) beste-
hen, umgeben [11]. Diese Dubletts sind durch den Nexin-Dynein-Regulierungskomplex
(N-DRC) miteinander verbunden, der als zentraler Regulator der motorischen Aktivitét
gilt [12]. Die Radialspeichen, die einerseits fiir die mechanische Stabilitdt des Axonems
und andererseits fiir die Regulation der zilidiren Funktionalitédt verantwortlich sind, ragen
von den peripheren Dubletts in Richtung des Zentralpaars [13, 1, 8]. Ein duflerer (ODA)
und ein innerer Dyneinarm (IDA) ragen jeweils von jeder A-Untereinheit des periphe-
ren Mikrotubulidubletts im Uhrzeigersinn in Richtung der B-Untereinheit des nachsten
Paares [11]. Die ODA (bzw. IDA) bestehen aus zwei schweren Dyneinketten- (a und S,
470 - 540 kDa), zwei oder mehreren Intermedidrketten- (57- 140 kDa) und vier bis acht
leichten Dyneinketten-Proteinen (6 - 22 kDa) [14]. Diese Ketten verankern den Dynein-
arm am A-Tubulus und sind an der Regulation des Zilienschlags beteiligt, wobei die ODA
in erster Linie fiir die Regulierung der Zilienschlagfrequenz (CBF) und die IDA fir die
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Biege- und Wellenform verantwortlich sind [15]. Bei axonemalen Dyneinen, die als Motor
der zilifiren Aktivitat gelten, handelt es sich um ATPasen [11]. Die Freisetzung von ATP
bewirkt das Verschieben der Mikrotubulidubletts gegeneinander, woraus der Zilienschlag
resultiert [8].

Der Zyklus eines Zilienschlags besteht aus einem Wirk- und Riickschlag und einem an-
schliefenden Ruhezustand, wobei die Zilien nahezu 180 Grad nach hinten schwenken.
Wihrend des Zilienschlags bilden Dyneinarme molekulare Briicken zwischen den A- und
B-Untereinheiten benachbarter dulerer Mikrotubulidubletts und durchlaufen unter Ver-
wendung von Energie aus der ATP-Hydrolyse eine Konformationsanderung, die dazu
fihrt, dass Mikrotubuli relativ zueinander gleiten [11]. Jede Kinozilie schlagt mit der
gleichen Frequenz, aber phasenverschoben zu ihrem Nachbarn entlang der Achse des ef-
fektiven Schlages [16]

Fiir eine funktionierende mukoziliare Selbstreinigung interagieren die Kinozilien mit der
perizilidren Flissigkeitsschicht, die den ATP-basierten [17] koordinierten Zilienschlag mit
einer Geschwindigkeit von 5,5 mm/min [18] (10 - 20 Hz) [19] erm0glicht, wohingegen die
dartber liegende viskosere Phase den Abtransport von Fremdstoffen rachenwérts gewéahr-

leistet.

1.2 Seltene Erkrankungen mit Storungen des mukozilidren

Transports

Eine seltene Erkrankung liegt vor, wenn nicht mehr als fiinf von 10.000 Menschen von
ihr betroffen sind. Etwa 80 % der seltenen Erkrankungen sind genetisch bedingt. Oftmals
auBern sich erste Symptome bereits im Kindesalter. Die meisten Krankheiten verlau-
fen chronisch und mit eingeschrankter Lebenserwartung. Aufgrund der geringen Anzahl
der Betroffenen ist nicht nur die Sicherstellung von guten und schnellen Behandlungs-
und Versorgungsmoglichkeiten erschwert, sondern auch die Forschung, wodurch wieder-
um Diagnostik und Therapieansitze nur eingeschriankt zur Verfiigung stehen [20].

Bei zwei seltenen Erkrankungen, die den mukoziliaren Transport betreffen, handelt es sich

um die zystische Fibrose (auch Mukoviszidose) und die primére Ziliendyskinesie.
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1.2.1 Zystische Fibrose

Die zystische Fibrose (CF) ist eine autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung,
bei welcher die Patienten an einer Elektrolyttransportstorung leiden, die durch Mutatio-
nen im Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator-Gen verursacht wird [21].
Die Prévalenz liegt in europdischen Léndern bei ca. 1:4.000 [22]. Die erste umfassende
Beschreibung von CF erfolgte im Jahr 1938 und der Begriff zystische Fibrose wurde ge-
pragt [23].

1
]
I
=
-

Zellmembran

AuRenseite

Innenseite

NBD1 NBD2

Abbildung 3: Schematische Darstellung des CFTR-Ionenkanals in geschlossener und
offener Konfiguration. Die beiden transmembraniibergreifenden Doménen (TMD) bilden die Ka-
nalporen. Der Ionenkanal wird durch die ATP-bindenden und hydrolisierenden Nukleotidbindungs-
doménen (NBD1 und NBD2) sowie die regulatorische Doméne (R), die zahlreiche Phosphorylie-
rungsstellen (P) enthélt, angesteuert. Die Aktivierung des CFTR erfordert die Physophorylierung
der R-Doméne, worauthin die NBDs ATP binden und hydrolysieren und die Kanalsteuerung indu-
ziert wird. Die Kanaloffnung wird durch die Offnung der Pore durch Schnittstellen mit den TMD
iiber ihre extrazelluldren Schleifen, die ebenfalls zur Stabilisierung des Proteins beitragen, erméglicht.
Cl = Chlorid-Ton. Modifiziert nach Quon und Rowe, 2016 [24]. Abdruckgenehmigung liegt vor.

Das CFTR-Gen kodiert fiir einen ATP-regulierten Chlorid- und Bicarbonationenka-
nal, der an der apikalen Membran von Epithelzellen exprimiert wird, v.a. im respirato-
rischen Epithel, dem Gastrointestinal- und ménnlichen Reproduktionstrakt [25]. CFTR
zéhlt zur Familie der ABC- (engl. A TP-binding cassette) Transporter und fungiert im Ge-
gensatz zu den anderen ABC-Transportern, die den aktiven transmembranen Transport
durchfiihren, als Ionenkanal. Das CFTR-Protein ist aber durch die grundlegende Struktur
der ABC-Transporter charakterisiert, die aus zwei Transmembrandoménen (TMD), zwei
Nukleotidbindungsdoménen (NBD) und einer verbindenden regulatorischen Doméne (R)

besteht [26]. CFTR wird durch proteinkinaseabhéngige Phosphorylierung seiner regulato-
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rischen Doméne und ATP-Bindung an die Nukleotidbindungsdoménen reguliert, wodurch
die Chlorid- und Bicarbonatsekretion gesteuert wird [27] (siche Abb. 3). Es dient zur Auf-
rechterhaltung der Ionen- und Fliissigkeitshomoostase, indem es den direkten Transport
von Chlorid und weiteren Anionen durch die apikale Membran verschiedener Arten von
Epithelzellen vermittelt [28].

Mutationen des CFTR-Gens resultieren in schwerwiegendem Ungleichgewicht des lonen-
und Wassertransports und fithren somit zu einer Vielzahl von negativen Auswirkungen
in verschiedenen Organen. Die Sekretzusammensetzung in Lunge, Bauchspeicheldriise,
Leber, Darm, Schweiflkanal und Nebenhoden wird dadurch stark beeinflusst. Durch die
verminderte Sekretion von Elektrolyten und damit von Wasser kommt es z. B. zu einer
Dehydrierung der Atemwegsoberflachen. Aufgrund des defekten CFTR ist nicht nur die
Chlorid-, sondern ebenfalls die Bikarbonatsekretion reduziert [29], wodurch der pH Wert
der Atemwegsoberflachenfliissigkeit erniedrigt wird und antibakterielle Mechanismen nicht
mehr greifen [30, 31].

Die Hauptursache fiir Morbiditdt und Mortalitdt bei CF-Patienten sind respiratorische
Symptome [32]. Patienten leiden von Geburt an Husten, zahem Auswurf und Atemnot,
da sich bei fehlendem Fliissigkeitstransport die iiber der Periziliarschicht liegenden Mu-
zine aufkonzentrieren, wodurch die PCL kollabiert und die mukozilidre Selbstreinigung
versagt [33]. Des Weiteren fiihrt eine erhohte Produktion des Bronchialsekrets zu chro-
nischen bakteriellen Infekten der Lunge. Dadurch kénnen irreversible Ausweitungen der
Bronchien (Bronchiektasen) entstehen und es wird vermehrt Bindegewebe, das verhér-
tet und vernarbt (Fibrosierung), gebildet. Es resultiert der Verlust von gesundem und
funktionsfdhigem Gewebe. Neben respiratorischen Symptomen préagen ebenfalls entera-
le Symptome das Krankheitsbild [34]. Bei 90 % der Patienten im Alter von einem Jahr
werden durch eine Fehlfunktion des Pankreas Verdauungsstorungen und eine schlech-
te Aufnahme von Fetten und fettloslichen Vitaminen diagnostiziert, woraus haufig ein
niedriges Korpergewicht resultiert und die Patienten eine verminderte Korpergrofle auf-
weisen [35]. 10 - 20 % der Neugeborenen leiden unter einem Darmverschluss und rund
10 % ab dem Jugendlichenalter an dem sogenannten distalen Darmverschluss-Syndrom,
welches krampfartige Bauchschmerzen und verminderten Stuhlgang auslost [36]. Neben
der Produktion von hochviskosem Schleim, wird Schweif3 mit hoher Salzkonzentration,
der das Risiko der Dehydratation birgt, produziert [37, 38, 39, 22].

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, um zystische Fibrose zu diagnostizieren. Die am héau-
figsten angewandte Methode, die in 98 % der Félle eine Diagnose erlaubt und als Gold-
standard gilt, ist der Schweiitest nach Gibson and Cooke, bei welchem die Chloridkon-
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zentration gemessen wird. Ist die Chloridkonzentration héher als 60 mmol/L, ist davon
auszugehen, dass eine zystische Fibrose vorliegt [40, 41]. Eine alternative, dennoch teure-
re, Methode zur CF-Diagnose bietet die genetische Analyse.

Bis heute sind iiber 1900 Mutationen des CFTR-Gens bekannt, welches auf dem Chro-
mosom 7 liegt. Weniger als 20 Mutationen treten bei mehr als 0,1 % der Patienten auf
und nur finf Mutationen bei mehr als 1 % der Patienten [42]. Die am héiufigsten auftre-
tende Mutation ist F508del, bei welcher an der Stelle 508 aufgrund einer Deletion von
drei Nukleotiden die Aminosédure Phenylalanin fehlt. Ca. 70 % der CF-Patienten sind
davon betroffen [43]. Die Mutationen lassen sich in finf verschiedene Klassen einord-
nen, wobei Mutationen, die in die Klassen I, II und IIT eingeordnet werden, zu einem
klassischen CF-Phénotyp mit Pankreasinsuffizienz fithren. Klasse IV und V Mutationen
erzeugen einen teilweise funktionellen CFTR-Kanal und sind mit einer milderen Form
der CF assoziiert [44]. Mutationen der Klasse I sind nonsense oder Spleiimutationen,
die durch frithzeitige Stopp Codons charakterisiert sind und zu einem verkiirzten CFTR-
Protein fithren (z.B. G542X). Klasse II Mutationen, wozu die am haufigsten vorkommende
F508del Mutation gehort, beeintriachtigen stattdessen die Stabilitdt und Faltung des Pro-
teins, sodass dieses nicht zur Zelloberfliche gelangt, sondern vorher von Proteasomen
abgebaut wird [45, 46, 47]. Weit seltenere Mutationen, von denen lediglich 5 - 6 % der
CF-Patienten mindestens eine aufweisen, sind in die Klassen III, IV und V eingeordnet.
Klasse III beschreibt missense Mutationen, die den offenen Zustand des CFTR-Kanals
erheblich verkiirzen, was als gating Defekt bekannt ist (z.B. G551D). Bei Klasse IV und V
Mutationen findet zwar die Translation des CFTR-Proteins statt, jedoch ist dieses an der
Zelloberflache nicht funktionsfahig oder in unzureichender Menge vorhanden. Beispiele
fir Mutationen der Klasse IV und V sind die D1152H- oder A455E-Mutation [48].

Noch vor 60 Jahren bedeutete die Diagnose zystische Fibrose eine sehr geringe Lebenser-
wartung und Betroffene iiberlebten selten das Kindesalter. Heutzutage liegt diese deutlich
hoher. Inzwischen gibt es viele verschiedene Therapieansatze, die zwar nicht zur Heilung,
aber zur Verbesserung der Lebensqualitat beitragen. Grundlegendes Ziel ist der lang-
fristige Erhalt des Erndhrungszustandes und der Lungenfunktion sowie die Pravention
der Keimbesiedlung. Zu den Therapiemoglichkeiten zéhlen spezielle kalorien- und fett-
reiche Didten sowie Nahrungsergianzungsmittel [49, 35, 50]. Es besteht die Moglichkeit
mittels Physiotherapie, gezielter Ausatmungstechniken oder sportlicher Betatigung den
Sekrettransport in den Atemwegen zu erleichtern und die korperliche Grundfitness zu
verbessern [35, 51]. Zur Vorbeugung und Kontrolle von wiederkehrenden und persistenten

Lungeninfektionen werden Antibiotikatherapien eingesetzt. Das hochviskose Bronchialse-
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kret wird mit Hilfe von Mukolytika [52] und rhDNAse (rekombinanten humanen Desoxy-
ribonuklease I oder Dornase alfa) [53] behandelt.

Vielversprechende Therapiemdglichkeiten bieten CEFTR-Modulatoren (z.B. Ivacaftor und
Lumacaftor), die in der Lage sind, den grundlegenden Defekt der zytsischen Fibrose zu
beheben, indem sie entweder die Synthese des CFTR-Proteins beeinflussen (sog. Kor-
rektoren) oder die Offnungswahrscheinlichkeit erhohen (sog. Potentiatoren) [26]. Der ge-
naue Mechanismus dahinter ist jedoch noch nicht vollstindig geklart [54]. Der Einsatz
der CFTR-Korrektoren/Potentiatoren und anderer therapeutischer Mafinahmen, die per-
sonalisierte Therapieansitze fiir CF-Patienten erlauben, werden genauer in Kapitel 1.3

beschrieben.

1.2.2 Primdre Ziliendyskinesie

Bei der priméren Ziliendyskinesie handelt es sich um eine seltene autosomal rezessive
Erkrankung mit starker Heterogenitét, die durch entsprechenden Defekte in der zilidren
Ultrastruktur und/oder zilidren Funktion charakterisiert ist [55]. Sie ist durch eine zilidre
Dysfunktion und einen darausfolgenden beeintrichtigten oder ausbleibenden Selbstreini-
gungsprozess gekennzeichnet [56].

Die Schatzungen der Pravalenz variieren aufgrund des breiten Spektrums unspezifischer
klinischer Symptome, der Variation von Mutationen in verschiedenen Populationen und
der unzureichenden Diagnostik, stark. Es ist davon auszugehen, dass diese in Europa bei
den 5 - 14 Jahrigen zwischen 1:10.000 und 1:20.000 liegt, wobei die Pravalenz in konsan-
gualen Populationen etwas hoher ist [57, 58]. 1904 wurde von Siewert der erste Patient
beschrieben, der an Bronchiektasien und situs inversus litt [59], worauthin Kartagener
die Symptomtrias durch Aufnahme der Sinusituis als drittes Symptom komplettierte [60].
Im Jahr 1976 berichtete Afzelius, dass PCD durch ultrastrukturelle Defekte der Zilien
gekennzeichnet sei, die zu immotilen Zilien fithren [61].

Die zilidre Dysfunktion kann zu wiederkehrenden Infektionen in den oberen und unteren
Atemwegen fithren. Hierzu zéhlen: Die chronische Bronchitis, die zu Bronchiektasien fiih-
ren kann, die chronische Rhino-Sinusitis, einer gleichzeitig auftretenden Entziindung der
Nasenschleimhaut (Rhinitis) und der Schleimhaut der Nasennebenhohlen (Sinusitis) und
die chronische Mittelohrentziindung ( Otitis media). In ungefahr 50 % der Félle liegt ein
situs inversus vor, welcher in Kombination mit chronischer Sinusitis und Bronchiektasien
als Kartagener Syndrom bezeichnet wird. Dyskinetische Zilien konnen auflerdem einen
Einfluss auf die Embryogenese und Fortpflanzung haben. Bewegliche Zilien sind wichtig

fiir den Vortrieb von Spermien bei Méannern und den Eitransport im Eileiter der Frauen,
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wodurch die mit PCD diagnostizierten Patienten ein hoheres Risiko fiir Unfruchtbarkeit
aufweisen [62].

Aufgrund des heterogenen Krankheitsbilds der PCD verzogert sich die Diagnose bei euro-
paischen Kindern auf ein durchschnittliches Alter von ca. 5,5 Jahren und es sind mehrere
diagnostische Tests notwendig [57]. Der sogenannte Saccharin-Test galt anfinglich als
mogliche Screening Methode, wobei dieser, vor allem bei Kindern, als schwer durchzu-
fithren und inzwischen als unzuverlassig gilt. Hierbei wird die Zeit von der Platzierung
eines Stiick Saccharins in der unteren Nasenmuschel bis zur siifilichen Wahrnehmung im
Rachen ermittelt [63]. Die Messung von nasalem Stickstoffmonooxid (nNO) wurde mit
89 % positivem Vorhersagewert als neuer besserer Screening Test fir die primére Zili-
endyskinesie vorgeschlagen [64, 65]. PCD-Patienten weisen wesentlich niedrigere nNO-
Werte auf (Grenzwert 105 ppb) [66, 67], dennoch bleibt die genaue Ursache bisher un-
geklart [68, 69]. Da niedriges nasales NO ebenfalls ein Indikator fir die CF [70] oder
chronische Sinusitis [71] sein kann, erfordert der Mangel an Spezifitiat weitere fundierte
diagnostische Tests zur Bestédtigung der PCD bei Patienten mit niedrigem nNO. In vielen
Zentren wird mittels Hochgeschwindigkeitsvideomikroskopie (HSVM) das Zilienschlag-
muster sowie die Zilienschlagfrequenz der respiratorischen Epithelzellen, die durch nasale
Schleimhautabstriche gewonnen werden, bestimmt. Zu den fiir die PCD charakteristischen
Anomalien gehoren immotile Kinozilien, kreisformige und hyperkinetische Schlagmuster
sowie Zilienschlage mit reduzierter Amplitude. Verschiedene Schlagmuster sind mit spe-
zifischen ultrastrukturellen Defekten und somit genetischen Mutationen verkniipft. Die
ultrastrukturelle Analyse von Zilienquerschnitten mittels Transmissionselektronemikro-
skopie (TEM) wurde traditionell zur Bestatigung einer PCD-Diagnose eingesetzt [72]. Da
insbesondere innere Dyneinarm-Defekte, aufgrund der geringen Elektronendichte und des
geringen Aufkommens entlang des Axonems, schwer zu bestimmen sind [65] und inzwi-
schen einige PCD-Varianten bekannt sind, die eine normale Ultrastruktur aufweisen (z.B.
DNAH11) [73], scheint eine Verfizierung der PCD mittels Genanalyse notwendig.
Aufgrund des heterogenen Krankheitsbhilds und der daraus resultierenden erschwerten
Diagnose mittels einer Vielzahl an diagnostischen Tests, wire es wiinschenswert eine ga-
rantierte und schnelle Diagnose mit Hilfe einer nicht-invasiven Methode zu erreichen. Die
Raman-Spektroskopie, im Speziellen das BioRam®-System, das explizit fiir biomedizin-
ische Anwendungen entwickelt wurde, liefert die Moglichkeit mittels nicht-invasiver und
markierungsfreier Technik nicht nur fixierte, sondern auch lebende Zellen mit hoher Prazi-
sion und Spezifitidt zu analysieren [74]. Die Identifizierung eines potentiellen Biomarkers,

nicht nur fiir die PCD, sondern ebenfalls fiir die CF, kénnte einen neuartigen diagnosti-
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schen Ansatz hervorbringen.

Derzeit sind 38 Gene bekannt, die mit der PCD assoziiert werden [75]. Die PCD-Gene
konnen nach ihrer Lage und Funktion des Proteinprodukts oder nach dem funktionellen
bzw. ultrastrukturellen Defekt bei den Patienten unterteilt werden (siehe Abbildung 4).
Ca. 85 % der Mutationen sind loss-of-function Varianten (nonsense, frameshift oder de-

fekte Spleifimutanten) und ca. 15 % konservative missense Mutationen [76].

Normale Ultrastruktur Zentralapparat und Radialspeiche

DNAH11 RSPH1 RSPH9
CCDC164 RSPH3 HYDIN
CCDC65 / RSPH4A  DNAJB13
RPGR

OFD1

Innerer Dyneinarm und
axonemale Disorganisation

| ccocso
| ccpcao
GASS

AuRerer Dyneinarm

DNAH5  CCDC114
DNAIL CEPE151
DNAI2 ARMC4
TXNDC3 DNAH1
DNAL1L TIE25

CCDC103
AuRerer und innerer Dyneinarm Fehlende Zilien oder

. DNAAF1 ZMYND10 reduzierte Zilienanzahl
DNAAF2  DYX1C1l CCNO

/ DNAAF3 C21orf59 MCIDAS

HEATR2  CCDC103
LRRC6 PIH1D3
SPAG1

Abbildung 4: Ubersicht der aktuell bekannten PCD-assoziierten Mutationen geordnet
nach deren strukturellen Defekten. Aktuell sind 38 PCD-assoziierte Gene bekannt. Modifiziert
nach Horani and Ferkol, 2018 [77]. Abdruckgenehmigung liegt vor.

Die am héaufigsten vorkommenden ultrastrukturellen Defekte liegen Mutationen in Ge-
nen zu Grunde, die duere Dyneinarmkomponenten kodieren [1]. Diese Mutationen ver-
ursachen einen typischen Defekt der axonemalen Ultrastruktur, der durch das Fehlen
der ODA oder durch stark verkiirzte ODA charakterisiert ist. Die zwei ersten identifi-
zierten PCD-Gene, die zusammen mehr als 30 % aller PCD-Falle ausmachen und ODA-
Proteine kodieren, sind DNAI1 [78] und DNAHS5 [79]. Wohingegen DNAI1- oder DNAH5-
Mutationen immotile Kinozilien aufweisen, ist der Zilienschlag einer DNAH11-Mutation

entweder normal oder hyperkinetisch mit reduzierter Amplitude. Bei einer DNAH11-

10
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Mutation besteht die Moglichkeit eines eindeutigen klinischen Befundes einer PCD, aber
die Ultrastruktur weist keinen sichtbaren Defekt auf [80]. Castleman et al. identifizierten
zwei PCD-Gene, die Proteinkomponenten des axonemalen Radialspeichenkopfes kodieren.
In der Ultrastruktur sind Anomalien in der Mikrotubulianordnung zu erkennen, die eine
Abwesenheit des zentralen Paars (9+0- oder 84+1-Muster) bedeuten [81].

Bei der PCD handelt es sich um eine genetische Erkrankung, fiir die es bisher keine Hei-
lungsmoglichkeiten gibt. Deshalb steht nach einer Diagnose die Verminderung der Sym-
ptome sowie das Hinauszogern des Fortschritts der Krankheit im Vordergrund. Die 2009
ERS Task Force Consensus in Children [65] sowie die 2016 North American PCD Foun-
dation Consensus [75] empfehlen alle sechs Monate regelméafige Untersuchungen, die in
spezialisierten Zentren durchgefiihrt werden. Hierbei werden unter anderem Lungenfunk-
tionstests durchgefihrt [82]. Um bakterielle Infektionen unter Kontrolle zu bringen, wer-
den diese schnellstmoglich mit Antibiotika behandelt. Weitere Behandlungsmoglichkeiten
bieten Bronchodilatatoren, inhalative Mukolytika sowie Physiotherapie und mechanische
Hustenunterstiitzung [83]. Da der Zilienschlag durch  adrenerge Agonisten stimuliert
werden kann [84], finden unter anderem Substanzen wie Salbutamol ihren Einsatz.

Die Identifizierung etlicher PCD-assoziierter Gene und der Mangel an spezifischen The-
rapiemoglichkeiten haben die Gentherapieforschung zur Behandlung der PCD vorange-
trieben. Mit dem Ziel, die Genfunktion dauerhaft wiederherzustellen und die Zilienfunk-
tion und somit die Abwehrfunktion zu normalisieren, konnte gezeigt werden, dass der
DNAH11-Gendefekt ex vivo mittels Transkriptionsaktivator-ahnlichen Effektor-Nukleasen
(TALENS) repariert werden konnte [85].

1.3 Personalisierte Medizin im Hinblick auf die seltenen

Erkrankungen zystische Fibrose und primare Ziliendyskinesie

Krankheiten, die das respiratorische System betreffen, teilen biologische Mechanismen
und weisen dhnliche klinische Phénotypen auf, jedoch erklart und begriindet deren He-
terogenitit die Notwendigkeit eines personalisierten Therapieansatzes [86]. Seit jeher ist
es die Aufgabe des Arztes, Patienten individuell zu betreuen, um bessere Ergebnisse zu
erzielen, wodurch die personalisierte Medizin schon lange besteht. Dennoch wurde im Jahr
1999 der Begriff insofern erstmalig in einen neuen Kontext gebracht [87]. Nach Jameson
und Longo definiert sich die personalisierte Medizin als individualisierte Behandlung, die
den Einsatz neuer Diagnostika und Therapeutika umfasst, die auf die Bediirfnisse eines
Patienten zugeschnitten sind und auf individuellen genetischen, phénotypischen oder psy-

chosozialen Eigenschaften beruhen. Deren Ziel ist es, die klinischen Ergebnisse fiir einzelne
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Patienten zu verbessern und unnotige Nebenwirkungen fiir diejenigen zu minimieren, die
weniger wahrscheinlich auf eine bestimmte Behandlung ansprechen [88].

Fiir die CF und die PCD liegt bis heute kein fiir alle Patienten zufriedenstellender Be-
handlungsansatz vor. Da die personalisierte Medizin eine gezielte, patientenspezifische
Therapie ermdglichen soll, kann sie als vielversprechende Strategie gesehen werden.

Die personalisierte Medizin der CF beinhaltet die Entwicklung sog. CFTR-Modulatoren,
die auf den grundlegenden Defekt im CF'TR-vermittelten Chloridtransport, der auf indi-
viduellen Genotypen basiert, abzielen [89]. Zu diesen Arzneistoffen zéhlt unter anderem
das 2012 als erstes mutationsspezifisch eingesetzte Therapeutikum Ivacaftor (VX-770),
ein pharmakologischer Potentiator, der durch Klasse III gating-Mutation (z.B. G551D)
defekte CFTR an der Zelloberfliche aktiviert. In zulassungsrelevanten Studien wurde eine
deutliche Verbesserung der Lungenfunktion und Reduktion pulmonarer Storungen gezeigt
sowie eine kontrollierbare Gewichtszunahme. Daraus resultierte nicht nur eine verbesser-
te Lebensqualitit, sondern vor allem eine verldngerte Lebensdauer [90, 91, 26]. Ebenso
konnte in wvitro der G551D-vermittelte, defekte Chloridtransport auf 50 % der Wildtyp
Funktion wiederhergestellt werden [92]. Da diese Form der Therapie bei deutlich weni-
ger als 10 % der CF-Betroffenen wirksam ist, wurde die Kombination aus Ivacaftor und
dem CFTR-Korrektor Lumacaftor fiir den F508del CFTR-Genotyp untersucht, um fir
50 % der CF-Betroffenen in Deutschland einen Therapieansatz zu schaffen. Es wurde ge-
zeigt, dass der Chloridtransport in bronchialen Epithelzellen von CF-Patienten 25 % des
Wildtyp des CFTR entsprach, wenn beide in den maximal wirksamen Konzentrationen
zugegeben wurden [93]. Zudem zeigte die Kombination aus Ivacaftor und Lumacaftor eine
leichte Verbesserung der Lungenfunktion und eine signifikante Reduzierung der Exazer-
bationen um 39 - 61 % [94].

Dennoch verbleiben mehr als 40 % der Betroffenen, die an weiteren genetischen Defekten
leiden, ohne verniinftigen Therapieansatz [89]. Fiir diese stehen zur Zeit das personalisierte
Infektionsmanagement, das den Einsatz von passenden Antibiotika zur Bekampfung chro-
nischer Infektionen beinhaltet, sowie verschiedene Protokolle fiir individualisierte Atem-
physiotherapie oder die mukolytische Inhalationstherapie (7 % NaCl) zur Verfigung [89,
95]. Da ca. 85 % der CF-Patienten zusétzlich an einer Pankreasinsuffizienz leiden, findet
eine Erndhrungstherapie statt, die Ersatz der Pankreasenzyme und Substitution fettlosli-
cher Vitamine beinhaltet, um die die schlechte Fett- und Proteinabsorption zu behandeln.
Dadurch konnen Kinder ein altersgerechtes Wachstum und eine angemessene Gewichts-

zunahme erreichen [89)].
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Gentherapeutische Mafinahmen bieten die Moglichkeit den Genotyp der Patienten kor-
rigieren [96]. Bisher wurden verschiedene virale Vektoren fiir die Verabreichung des CEFTR-
Gens in respiratorische Epithelzellen untersucht. Zabner et al. lieferten mit Hilfe von an
Adenoviren gekoppelter CFTR-DNA die Basis fiir zukinftige Studien [97]. Der Man-
gel an Rezeptoren fiir die eingesetzten Adenovirustypen verhinderte jedoch einen signi-
fikanten Gentransfer in diese Zielzellen [28]. Daraufhin wurden adeno-assoziierte Viren
eingesetzt, fiir die Rezeptoren an der epithelialen Oberfliche vorhanden sind [98]. Im-
munreaktionen miissen zukiinftig vermieden werden und eine dauerhafte Genexpression
nach einer einzigen Dosierung erreicht werden. Mit Hilfe eines lentiviralen Vektors in CF-
knockout-Mausen wurde die partielle Korrektur des Chloridtransports nachgewiesen [99].
Als weitere Alternative zur Minimierung des Immunogenitatsrisikos und der Toleranz
gegentiber repetetiver Verabreichung, wurde die nicht-virale CFTR-Gentherapie bei Pa-
tienten mit CF untersucht, wobei diese weitere Verbesserungen in deren Wirksamkeit
und Zuverléssigkeit erfordert [100]. Als zukiinftige Therapieoption gelten Nukleasen, z. B.
CRISPR/Cas9, die zur DNA-Editierung eingesetzt werden konnen. Diese befinden sich
aber noch im préklinischen Stadium. Bis gentherapeutische Mafinahmen ihren Durch-
bruch erlangen, gelten mutationsspezifische Therapien, die darauf abzielen, den grundle-
genden molekularen Defekt zu korrigieren oder zu umgehen, als potentieller neuer the-
rapeutischer Ansatz [101]. Diese Art von Therapeutika ist spezifisch fiir Patienten mit
Klasse I-Mutationen, deren Krankheit auf vorzeitige Stopcodons (PTCs, engl. premature
termination codon) zuriickzufiithren ist, durch welche die Proteinsynthese gestort ist und
in verkiirzte nicht-funktionale Proteine resultiert [101]. Ein Beispiel hierfiir ist PTC124,
das entwickelt wurde, um die Gen-Transkription bei Patienten zu korrigieren, indem die
Erkennung von Stopcodons gehemmt ist und anstelle des Kettenabschlusses eine Ami-
noséure in die Polypeptidkette eingebaut wird [101, 102]. Fir PTC124 konnte bereits
in einer Phase [I-Studie fiir CF-Patienten der positive Einfluss auf die Lungenfunktion
gezeigt werden [102]. Ebenfalls konnen Aminoglykosid-Antibiotika (z.B. Gentamicin) mit
eukaryotischer rRNA interagieren, woraus eine Konformationsanderung der RNA resul-
tiert und die Codon-Anticodon-Paarung nicht mehr gewéhrleistet wird. Somit wird die
Translation bis zum urspriinglichen Ende des Transkripts fortgesetzt und eine teilweise
Wiederherstellung der Kanalfunktion kann erfolgen [103]. Sowohl in vitro als auch in vivo
Studien haben gezeigt, dass Aminoglykoside PTCs im CFTR-Gen ablesen kénnen und
funktionelle CFTR-Proteine in voller Lange produziert werden [104, 105]. Aufgrund einer
ausgeprigten Nephro- und Ototoxizitét ist die langerfristige systemische Behandlung mit

einem Aminoglykosid wie Gentamicin nur bedingt moglich [32].
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Die personalisierte Medizin der priméren Ziliendyskinesie ist im Gegensatz zur zystischen
Fibrose weitestgehend unerforscht. Fiir die PCD ist bisher keine Heilung moglich, wes-
halb derzeitige Ansatze hauptséchlich darauf abzielen, die mukozilidre Selbstreinigung zu
verbessern und die Infektionen der Atemwege zu verhindern bzw. zu behandeln [101]. Da
der Mukus jedoch in CF- und PCD-Patienten dhnliche biophysikalische Eigenschaften
aufweist [106], werden viele Verfahren, die bei CF angewandt werden, auf die PCD tiber-
tragen. Hierzu zédhlen zum Beispiel osmolare Therapeutika wie hypertone Kochsalzlosung,
die die Hydratation der Atemwegsoberfliche erhoht und somit die mukozilidre Selbstrei-
nigung verbessert. Ebenfalls wird auf antiphlogistische Therapeutika sowie die Reduktion
der Mukusproduktion abgezielt.

Ahnlich zystischer Fibrose gelten mutationsspezifische Therapien als potentieller neu-
er therapeutischer Ansatz, indem oral bioverfiighare Verbindungen vorzeitige Stopcod-
ons in nonsense-Mutationen ablesen konnen [101]. Da die meisten bekannten DNAH5-
Mutationen bei PCD-Patienten nonsense-Mutationen sind, konnte der primére Defekt
bei diesen Patienten moglicherweise korrigiert werden. Allerdings wurden bisher in PCD-
verursachenden Genen keine Studien verdffentlicht und es gibt keinen Aufschluss tiber das
therapeutische Potential dieses Ansatzes. Dennoch stellt die Stimulation durch derartige

Medikamente eine Alternative zur bisher erfolglosen Gentherapie dar [107, 108].

1.4 Tissue Engineering

Das Tissue Engineering ist ein interdisziplinares Feld, das Prinzipien und Methoden des
Ingenieurwesens und der Lebenswissenschaften in der regenerativen Medizin kombiniert.
Es dient zur Entwicklung von individuellen biologischen Ersatzstrukturen, die zur Wie-
derherstellung, Erhaltung oder Verbesserung der Gewebefunktion fithren [109, 110].
Speziesdiversitat beschreibt den Unterschied zwischen Tier und Mensch im Bezug auf die
zugrunde liegende Biologie. Diese Artenunterschiede beinhalten Unterschiede des Immun-
systems aufgrund diverser Umwelteinfliilsse oder Genotyp-Phéanotyp Varianzen. Letztere
fithren dazu, dass Tiermodelle zwar als Analogon zum Erforschen allgemeiner Grundla-
gen, nicht aber spezifischer Details, dienen. Forschungsergebnisse kénnen demnach nicht
zuverlédssig auf andere Arten tibertragen werden und préklinischen Modellen fehlt die
Komplexitét, die erforderlich ist, um den menschliche Organismus nachzuahmen und die
klinische Effektivitat und Sicherheit vorherzusagen [111].

Testsysteme, die auf bioartifiziellem Gewebe basieren, dienen als sinnvolle Alternative zu

Tiermodellen fiir die Untersuchung pharmakologischer Substanzen oder Kosmetika bzw.
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zur Aufdeckung patientenspezifischer Therapien. Zudem postulierten Russell und Burch
im Jahr 1959 das 3R-Prinzip, welches sich als Ziel setzt, Tierversuche vollstandig zu
vermeiden (replace), die Zahl der Tiere zu reduzieren (reduce) und ihr Leiden auf das
unverzichtbare Minimum zu beschrénken (refine) [112, 113, 114].

Eine Art zur Erzeugung von bioartifiziellem Gewebe ist die Entnahme von endogenem
Zellmaterial aus gesunden Korperpartien, die anschlieend in wvitro expandiert und auf
biokompatiblen 3D-Gertistmaterialien ausgesét werden [115]. Es wird zwischen synthe-
tisch hergestellten und natirlichen, biologisch abbaubaren Matrices unterschieden [110].
Synthetische Matrices, wie Polyethylenterephthalat (PET), bieten den Vorteil, die Ma-
terialeigenschaften im Hinblick auf Festigkeit, Abbau, Mikrostruktur und Permeabilitat zu
bestimmen. Natiirliche Gertiststrukturen, z. B. Kollagen, ahmen die extrazellulare Matrix-
komponenten der Zellen besser in deren Komplexitat nach. Diese bieten ihnen somit eine
ideale Umgebung fiir Zelladhésion, Proliferation, Migration, Differenzierung und gleich-
zeitig eine angemessene biomechanische Unterstiitzung [110, 116, 117, 118].

Eine weitere Moglichkeit zur Herstellung von Tragerstrukturen bietet die Dezellulari-
sierung von Organen, welche in ein dreidimensionales biologisches Gertistmaterial or-
ganspezifischer Architektur resultieren, das reich an Wachstumsfaktoren ist [118]. Das
Ziel der Dezellularisierung ist es, die extrazellulire Matrix von nativen Zellen und DNA
zu befreien, gleichzeitig aber die strukturellen und biomechanischen Eigenschaften zu
erhalten [119]. Ein Beispiel hierfiir ist die BioVaSc-TERM® (Biological Vascularized
Scaffold), die aus dem Diinndarm des Schweins gewonnen wird und am Lehrstuhl fir
Tissue Engineering und Regenerative Medizin (LTERM) in Wiirzburg intensive Anwen-
dung findet [120]. Es wurde bereits gezeigt, dass Segmente der BioVaSc-TERM® unter
anderem zum Aufbau von 3D-Vollhautdquivalenten sowie intestinalen oder respiratori-
schen Testsystemen herangezogen werden konnen [113, 121, 122].

Das Tissue Engineering bietet ebenfalls die Moglichkeit zur Entwicklung von patienten-
spezifischen 3D-Atemwegstestsystemen sowie von individualisierten Krankheitsmodellen.
Auf Grundlage dieser Modelle besteht die Moglichkeit personalisierte Medizin im Hin-
blick auf seltene Atemwegserkrankungen wie zum Beispiel zystische Fibrose und primére

Ziliendyskinesie auszufiihren.
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1.5 Modellorganismen und Testsysteme fiir die seltenen

Erkrankungen zystische Fibrose und primare Ziliendyskinesie

Bei der CF und der PCD handelt es sich um zwei genetisch bedingte seltene Erkrankungen,
deren heterogene Phéanotypen effektive und insbesondere individualisierte Behandlungs-
methoden benétigen, um eine Vielzahl von Patienten anzusprechen. Im Folgenden wird
auf verschiedene Modellorganismen sowie mogliche Testsysteme eingegangen, die sowohl
zum Verstdandnis der Pathogenese als auch zur Validierung verschiedener Therapeutika
eingesetzt werden.

Ein vielversprechendes CF-Modellsystem zum Testen von CFTR-Modulatoren stellen
darmspezifische Organoide, die aus Stammzellen des Darmgewebes von Patienten ge-
wonnen werden, dar. Die Aktivierung von CFTR fiithrt zu einer Schwellung der Orga-
noide [123]. Da CFTR primér an der apikalen Oberflache von kinozilientragenden Zellen
exprimiert wird, sind Atemwegsorganoide bzw. -spheroide gleichermaflen fiir die Bestim-
mung der CFTR-Funktionalitét relevant [124, 125]. Des Weiteren konnte an respiratori-
schen Epithelzellen, die aus induziert pluripotenten Stammzellen (hiPSC) von Patienten
mit zystischer Fibrose gewonnen wurden, in vitro die mutationsspezifische Medikamen-
tenreaktion analysiert werden [24, 126]. Die Analyse von priméaren Atemwegszellen eines
G551D/F508del-Donors lieferte die praklinischen Daten, die die Behandlung mit Ivacaftor
rechtfertigte, obwohl das Tiermodell keine Wirksamkeitsdaten aufzeigte [92]. Durch die
Klonierung des CF'TR-Gens ist es moglich, CF-Méuse zu erzeugen, die den grundlegenden
Ionentransportdefekt ausbilden, welcher durch homologe Rekombination oder durch Ein-
fithrung spezifischer Mutationen behoben werden konnte [127, 128]. Der gastrointestinale
Phénotyp konnte mit Hilfe des Mausmodells abgebildet werden, jedoch verursachte der
defekte Tonentransporter keine CF-ahnlichen Atemwegserkrankungen [129, 130]. Aufgrund
der sich ahnelnden Lungenarchitektur- und -physiologie bieten Frettchen und Schweine
eine weitaus bessere Alternative zum CF-Mausmodell und fiir beide Spezies wurden be-
reits erfolgreiche CFTR-knockouts erreicht [131, 132].

Da die Architektur von Zilien bzw. flagellaren Axonemen bei lebenden Organismen evolu-
tionér konserviert ist [133], wurde Pionierarbeit sowohl zur Strukturaufklarung, Charak-
terisierung der Proteinzusammensatzung, als auch zur Identifizierung von Genen, die eine
Rolle in der axonemalen Anordnung spielen, mit der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii
geleistet [134]. In groBeren Modellorganismen, wie dem Zebrafisch (D. rerio), wurde die
Identifizierung und Validierung von PCD-Kandidatengenen und deren Funktion bei der Zi-
liarmotorik ermoglicht. Trotzdem weisen Einzeller, wie Chlamydomonas reinhardtii, oder

multizellulare Organismen, wie D. rerio, wesentliche Unterschiede zur humanen axonema-
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len Struktur und Funktion auf, wodurch keines von ihnen den Phénotyp der Ziliopathie
vollstandig abbildet [135]. Mausmodelle gelten daher als potentieller Modellorganismus, da
viele Aspekte der PCD, wie z.B. defekte mukozilidre Selbstreinigung, Rhinitis und Sinusi-
tis sowie Situsanomalien nachweisbar sind. Dennoch bildet das Mausmodell den humanen
Phénotyp nicht komplett ab, da die Storung wesentlicher zilidrer Gene bei Mausen zu
einer hohen Inzidenz von todlichem Hydrozephalus fithrt und diese keine fiir die PCD
charakteristischen Bronchiektasien entwickeln [129, 136, 137].

Aufgrund der niedrigen Korrelation der Modellorganismen zum PCD-Phéanotyp, gelten in
vitro Testsysteme, die mit Hilfe von humanen Primérzellen etabliert werden, als ein neuer
potentieller Ansatz. Diese bieten den Vorteil personalisierte Therapieansitze in vitro zu
testen und die bestmogliche individualisierte Therapie zu gewahrleisten. Dennoch ist eine
Standardisierung dieser Testsysteme aufgrund der Knappheit an Spenderzellen und der
Donor-zu-Donor-Variabilitat schwer zu realisieren, wodurch high-throughput screenings
potentieller Therapeutika fiir eine Vielzahl an PCD-Patienten ausgeschlossen sind. Es be-
steht die Moglichkeit, diese Barriere durch die Generierung einer PCD-Zelllinie zu tiber-
winden. Primérzellen weisen jedoch eine geringe Passagierkapazitét auf [138], wodurch
sie fiir genetische Modifikationen ungeeignet sind. Zur Generierung einer PCD-Zelllinie,
beispielsweise mittels des CRISPR/Cas9-Systems, ist eine respiratorische Epithelzelllinie
erforderlich, die in 3D den mukozilidren Phanotyp ausbildet und funktionale Kinozilien
auf mindestens 60 % der apikalen Modelloberfliche aufweist, um die in vivo Situation
vollstandig abzubilden [139]. Es konnten bereits in einigen Studien mit zelllinienbasierten
3D-Gewebemodellen Kinozilien auf der Modelloberfldche identifiziert werden. Benedikts-
dottir et al. berichteten, dass in 3D-Gewebemodellen der Zellllinie VA10 auf Transwells,
die unter Airlift-Bedingungen kultiviert wurden, 15 % der Oberflache mit Kinozilien be-
deckt war und diese eine zilidre Schlagfrequenz von 6 - 7 Hz zeigten [140]. Vaughan et al.
dokumentierten, dass die Zelllinie HBEC3-KT auf Kollagengelen in zilientragende Zellen
differenzierte, wobei es nur wenige Informationen zu deren Funktionalitat gibt [141].
Humane induziert pluripotente Stammzellen gelten aufgrund ihrer Verfiigbarkeit und ih-
rem definierten Genotyp als weitere Plattform zur Untersuchung der Pathogenese sowie
neuer Therapieanséitze. Da hiPSC wahrend einer ldngeren Kultivierungsdauer genetische
Anomalien entwickeln kénnen, ist die routineméBige Uberwachung des Genoms notwendig,
um die Korrelation zwischen Geno- und Phéanotyp sicherzustellen und so die Sicherheit
bei therapeutischer Anwendung zu bestéatigen. Bisher wurden einige Protokolle zur Diffe-
renzierung von Stammzellen in zilientragende Epithelzellen veroffentlicht [142, 143, 144,

145], deren Zellpopulationen sich jedoch vom gesunden Atemwegsepithel unterscheiden
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konnen [135]. PCD-Testsysteme, die nicht auf hiPSC basieren, sind bisher lediglich fur
Spheroidkulturen gezeigt worden [146].

Aufgrund der Einschrénkungen der verschiedenen genannten Modellorganismen und be-
reits bestehenden Testsysteme, ergibt sich der grofie Bedarf an einem donors-spezifischen
CF- sowie PCD-in vitro Testsystem. Diese ermoglichen nicht nur die Untersuchung der
Pathogenese, sondern vor allem die Anwendung verschiedener Therapeutika hinsichtlich
personalisierter Medizin im individuellen 3D-Testsystem. Alternativ bietet die Identifi-
zierung einer geeigneten Atemwegsepithelzelllinie die Moglichkeit zur Generierung einer
PCD-Zelllinie, mit Hilfe derer standardisierte Gewebemodelle aufgebaut werden kénnen
und anschlieBend dem Genotyp entsprechende Therapiemoglichkeiten erforscht werden

konnen.
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, ein donorspezifisches 3D in wvitro Modell fir
die seltenen Erkrankungen zystische Fibrose und priméare Ziliendyskinesie zu etablieren,
welches als Testsystem fiir potentielle Therapeutika in der personalisierten Medizin An-
wendung findet.

In vorheriger Arbeit konnte der Aufbau eines 3D-Modells mit tracheobronchialen Epithel-
zellen in Ko-Kultur mit Fibroblasten auf einer biologischen Matrix gezeigt werden [122].
Des Weiteren wurden Vorarbeiten zum Modellaufbau eines 3D-Atemwegmodells basierend
auf nasalen Epithelzellen und Fibroblasten durchgefiihrt [147]. Bisher fehlte jedoch die
Aufklarung der Ultrastruktur sowie Informationen beziiglich des zilidren Apparats und
der zilidren Funktionalitat.

Im Rahmen dieser Dissertation sollte ein donorspezifisches 3D-Atemwegsmodell mit re-
spiratorischen Epithelzellen und Fibroblasten aufgebaut werden, das auf der biologischen
Matrix SIS und der synthetischen PET-Membran basiert. Um eine hohe in vivo Korre-
lation zu bestétigen, bestand eine Aufgabe darin, vor Ort eine Methode zur Analyse der
zilidren Aktivitit zu etablieren. Die Gewebemodelle sollten zuerst qualitativ und anschlie-
Bend quantitativ auf deren Zilienschlagfrequenz und mukozilidren Transport untersucht
werden. Zusatzlich sollte der Einfluss von isotoner Kochsalzlosung und Salbutamol auf
die Zilienschlagfrequenz der Primérmodelle basierend auf der SIS analysiert werden. Des
Weiteren sollte eine am LTERM neue Methode zur Zellisolation aus nasalen Schleim-
hautabstrichen etabliert werden. Diese gewéahrleistet nicht nur eine neue Art der Zell-
gewinnung per se, sondern vor allem die schnelle und einfache Zellgewinnung von Pati-
enten, auch im Kindesalter, die zur Generierung eines individuellen Krankheitsmodells
dienen. Respiratorische Epithelzelllinien bieten aufgrund ihrer verléngerten Lebensdau-
er im Vergleich zu Priméarzellen die Moglichkeit, krankheitsspezifische Zelllinien mittels
genetischer Modifizierungen zu generieren. Deshalb bestand eine Aufgabe darin, neben
3D-Modellen basierend auf nasalen und tracheobronchialen Primérzellen, vier Atemwegs-
zelllinien (HBEC3-KT, Calu-3, Cl-huAEC und VA10) im 3D-Modell im Hinblick auf deren
mukozilidren Phénotyp zu untersuchen. Final sollte der Aufbau der Krankheitsmodelle von
CF- und PCD-Patienten stattfinden. Die patienteneigenen Zellen sollten in 2D mit Hil-
fe der Raman-Spektroskopie nicht-invasiv und beziiglich Biomarkern untersucht werden,
die Einsatz in der klinischen Diagnostik finden kénnten. Die Krankheitsmodelle sollten
hinsichtlich deren Histomorphologie untersucht werden. In CF-Modellen sollte neben der
Zilienschlagfrequenz der mukoziliare Transport analysiert werden. In PCD-Modellen soll-

ten strukturelle zilidre Defekte mittels ultrastruktureller Analyse aufgeklart werden.
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3.1 Biologisches Material

Biologisches Material, das in dieser Arbeit verwendet wurde, ist in Tabelle 1 aufgefiihrt.
Zum Aufbau humaner Atemwegsmodelle wurden dezellularisierte Segmente des Jejunums
aus dem Schwein als Tragerstruktur verwendet. Hierfiir wurden Schweine der deutschen
Landschweinrasse herangezogen.

Zur Zellisolation wurden humane Biopsien bereitgestellt. Die humanen nasalen Schleim-
hautpraparate sowie die nasalen Schleimhautabstriche wurden von Herrn PD Dr. med.
Stephan Hackenberg aus der Klinik und Poliklinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenkrankhei-
ten, plastische und asthetische Operationen in Wiirzburg zur Verfiigung gestellt. Prof. Dr.
med. Thorsten Walles stellte, zunéchst aus der Herz-Thorax-Chirurgie in Wiirzburg und
anschlieffend aus der Universitatsklinik Magdeburg fiir Herz- und Thoraxchirurgie, huma-
nes tracheobronchiales Resektionsmaterial bereit. Die Patienten erteilten vor der Opera-
tion die Einwilligung nach Aufklirung und die Studien wurden von den institutionellen
Ethikkommissionen fiir Humanforschung der Otto-von-Guericke-Universitdat Magdeburg
(<Votum 163/17) bzw. der Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg (Votum 182/10 und
179/17) genehmigt.

Die nasalen Schleimhautabstriche der PCD-Patienten wurden von Herrn Prof. Dr. Helge
Hebestreit und von Herrn Dr. Florian Segerer aus der Kinderklinik in Wiirzburg entnom-
men. Die Patienten erteilten vor dem Eingriff die Einwilligung nach Aufklarung und die
Studien wurden von den institutionellen Ethikkommissionen fiir Humanforschung der der
Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg (Votum 182/10 und 179/17) genehmigt.

Die humane Atemwegsepithelzelllinie Calu-3 wurde aus einem submukosalen Lungenade-
nokarzinom eines 25-jahrigen Mannes isoliert und kommerziell erhaltlich. Bei der HBEC3-
KT Zelllinie handelt es sich um eine durch CDK4- und hTERT-immortalisierte humane
bronchiale Epithelzelllinie aus einer 65-jahrigen Frau, die ebenfalls kommerziell erhéltlich
ist. Die Atemwegsepithelzelllinie VA10 wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Gudmundur
Hrafn Gudmundsson der Universitat Island zur Verfiigung gestellt, wohingegen die hu-
mane Atemwegsepithelzelllinie Cl-huAEC von inSCREENex zur Testung zur Verfiigung

gestellt wurde.
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Tabelle 1: Ubersicht des biologischen und humanen Materials sowie der humanen Zelllinien

Tier, Biopsat, Zelllinie Herkunft
Schwein, Deutsche Landrasse Niedermayer, Dettelbach
Hum. nasales Gewebe HNO Wiirzburg, PD Dr. med. S. Hackenberg

Kinderklinik Wiirzburg, Prof. Dr. H. Hebestreit
Kinderklinik Wiirzburg, Dr. F. Segerer

Hum. tracheobronchiales Gewebe Herz-Thorax-Chirurgie Wiirzburg und Magde-
burg, Prof. Dr. med. Thorsten Walles

CF Zellen (F508del) Epithelix
HBEC3-KT ATCC, CRL — 4051™
Calu-3 ATCC, HT B — 55™
VA10 Universitat Island,
Prof. Dr. Gudmundur Hrafn Gudmundsson
Cl-huAEC K9F9 inSCREENex, INS-CI-1011

3.2 Antikorper

Tabelle 2: Ubersicht der in der Immunfluoreszenzfirbung verwendeten Antikorper

Antigen Wirt VerdiinnungpH-  Hersteller und Ka-

Wert talognummer

acetyliertes Tubulin Maus 1:2000 6 Sigma (T7451)
f -Tubulin Maus 1:2000 9 Sigma (T8328)
Cytokeratin 5 Maus 1:100 9 DAKO (M7237)
Cytokeratin 14 Kaninchen  1:1000 6 DAKO (M7010)
Cytokeratin 18 Kaninchen 1:100 9 Sigma (HPA023040)
Mucbac Maus 1:1000 6 Thermo Fisher Scien-
tific (MA1-38223)
Muc5b Kaninchen 1:100 6 Sigma (HPA008246)
Vimentin Kaninchen  1:3000 6 Abcam (ab92547)
Sekundirantikorper
Alexa 555 anti Maus  Esel 1:400 Invitrogen (A-31570)
Alexa 488 anti Hase Esel 1:400 Invitrogen (A-21206)
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3.3 Chemikalien

Tabelle 3: Ubersicht der Chemikalien
Hersteller /Lieferant Katalognr.

Carl Roth (D) 9592.1
DCS Innovative Diagnostik- ALI20R500
Systeme (D)

Chemikalien
Albumine Fraktion V (BSA)

Antikoérperverdiinnungslosung

Anti-Anti Thermo Fisher Scientific (D) 15240062
DAPI Fluoromount-G Southern-Biotech (USA) SBA-0100-20
Descosept AF Dr. Schumacher GmbH (D) 00-311-050

Desoxycholsaure Natriumsalz (> 98%) Carl Roth (D) 3484.2

Desoxyribonuklease I (DNAse I) Roche (D) 10104159001
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich (D) D2438
Dynabeads™ Thermo Fisher Scientific (D) ~ 10003D
Entellan Merck Millipore (D) 107960

Eosin 1 %, wéssrig Morphisto (D) 10177
EMbed-812-Kit Science Services (D) E14120-DMP
Ethanol absolut Carl Roth (D) 9056.4
Ethanol 96 % vergéllt Carl Roth (D) T171.4

Fetales Kélberserum (FCS)

Bio&SELL (D)

FCS.ADD.0500

Glutaraldehyd Science Services (D) E16220
Hématoxylin Morphisto (D) 10231
Incidin Plus Ecolab Healthcare (D) 3011520
Isopropanol Carl Roth (D)
Isopropanol > 99,8 % Sigma Aldrich (D) 33539-
4X2.5L-M
Kollagenase NB4 Serva (D) 17454.01
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth (D) HXO00.3
Osmium Tetroxid Science Services (D) E19110
Paraffin Carl Roth (D) 6642.6
Penicillin/Streptomycin (100-fach) Sigma-Aldrich (D) P4333
PBS-Pulver (ohne Ca?™ und M g?") Biochrom GmbH (D) L182-50
PBS-Losung (ohne C'a*™ und Mg*")  Biochrom GmbH (D) L182-50
PBS-Lésung (mit Ca?* und Mg?") Biochrom GmbH (D) L182-50
Roticlear Carl Roth (D) A538.5
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Roti®-Histofix 4 % Carl Roth (D) P087.3
Salbutamol Fertiginhalat Ratiopharm

Triton X-100 Sigma Aldrich (D) X100
Trypanblau 0,4 % Sigma Aldrich (D) P7949
Trypsin/EDTA-Stammloésung, 0,5 % Invitrogen (D) 15400-054
(10-fach Konzentrat)

Tween® — 20 Sigma Aldrich (D) P7949
Uranylacetat Merck Millipore (D) 8473
Wasserstoffperoxid (H205) (30%) Sigma-Aldrich (D) 216763
Xylol Carl Roth (D) 9713.3
Zitronensaure Monohydrat VWR (D) 1.00244.1000

3.4 Nahrmedien und Losungen fiir die Zellkultur

Tabelle 4: Ubersicht der Nahrmedien fiir die Zellkultur

Nahrmedium Zusammensetzung

Airway Epithelial Growth Medium AECG mit beigefiigten Supplementen 1-3
(AECG)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM (4,5 g/1 Glucose) + 10 % FCS
(DMEM)

Minimum Essential Medium (MEM) MEM + 10 % FCS + 1 % Natrium-Pyruvat
Defined Keratinocyte-SFM (K-SFM)  K-SFM mit beigefiigtem Wachstumsfaktor
huAEC Medium (Epithelix)

MucilAir Medium (Epithelix)

huAEC Medium (inSCREENex)

3.5 Puffer und Losungen

Tabelle 5: Ubersicht der Puffer und Lésungen

Puffer /Losung Zusammensetzung

Citratpuffer 20 mM 3,84 g/1 Citronensédure Monohydrat
in VE Wasser, pH 6

TRIS/EDTA 100 mM TRIS Base
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Waschpuffer (PBS-T)
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10 mM EDTA, pH 9

500 ml PBS™-Losung

500 pl Nag-EDTA - 2 H,O
10 % (v/v) PBS

0,5 % (v/v) Tween® — 20
in VE Wasser

3.6 Verbrauchs- und Labormaterialien

Tabelle 6: Ubersicht der Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller /Lieferant
Aluminiumfolie Hartenstein (D)
Autoklavierbeutel Hartenstein (D)

Deckglaschen (24x60 mm)
Deckgléschen rund (12 mm)
Einmalpipetten, Polystyrol:
5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml
Einbettkassetten

Fettstift

Filterpapier zum Einbetten
Fusselfreie Tiicher
Kryrohrchen

Microwells

Mikrotomklingen
Nitril-Handschuhe
Objekttrager:
unbeschichtet (26x16x1 mm)
Polysine (25x75x1 mm)
Parafilm
Pasteurpipetten, Glas
Petrischalen 60x15 mm
Petrischalen 145x20 mm
Pipettenspitzen:

10 pl, 100 pl, 1000 pl

Menzel-Glaser (D)
Marienfeld (D)
Greiner Bio-One (D)

Klinipath (NL)
Dako (D)
Labonord (D)
Hartenstein (D)
VWR (D)

Prof. Dr. Radler

Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

pfm Medical (D)
Medline International (D)

Menzel (D)
Langenbrinck (D)
Carl Roth (D)
Brand (D)

TPP Techno Plastik Products (CH)
TPP Techno Plastik Products (CH)

Eppendorf (D)
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Reaktionsgefafie: 1,5 ml, 2 ml
Skalpellklingen, abgerundet
Transwell Zellkultur-Inserts
transluzent, 0,4 pm Porengrofie
Wiégeschalen

Zellkulturflaschen, unbeschichtet:
25 cm?, 75 em?, 150 em?
Zellkulturflaschen, CELLCOAT Kolla-
gen I-beschichtet: 25 em?, 75 cm?
Zellkultur MultiWellplatten:

6-, 12-, 24-, 96-Well

Eppendorf (D)

Bayha (D)

Geiner Bio-One (D)

Artikelnr. 665640

Hartenstein (D)

TPP Techno Plastik Products AG (CH)

Greiner Bio-One (D)

TPP Techno Plastik Products AG (CH)

Zentrifugenréhrchen: Greiner Bio-One (D)
15 ml, 50 ml

Tabelle 7: Ubersicht der Labormaterialien
Labormaterial Hersteller /Lieferant
Bechergléser Glas Schott (D)
Bechergldser Plastik Biirkle (D)
Einfrierhilfe Mr. Frosty VWR (D)
Gestell fiir Reaktionsgefafie neolab (D)
Gestell fiir Zentrifugenrdhrchen neoLab (D)
Glasflaschen Brand (D)
Glaspipetten Brand (D)
Handsttickzéhler neoLab (D)
Kélteschutzhandschuhe VWR (D)
Loffelspatel Hartenstein (D)
Magnetriithrstabchen Hartenstein (D)
Messkolben Hirschmann Laborgeréte (D)

Messzylinder Glas
Messzylinder Plastik
Neubauer Zahlkammer
Objekttragerhalter Glas
(Glas, Edelstahl)
Paraffin- Ausgiefiform

Brand (D)
Vitlab (D)
Marienfeld (D)
Mercateo (D)

Labonord (D)
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Pipetten (10, 100, 1000 g 1)
Pipettierhilfe Accu-jet pro

Rihrfisch
Schutzbrille

Skalpellklingenhalter

Spatel
Trichter

Zellkronen

Omnilab-Laborzentrum
Eppendorf (D)

Brand (D)

Hartenstein (D)
neolab (D)

Bayha (D)

Hartenstein (D)
Hartenstein (D)
GT-Labortechnik (D)

Design Lst. f. Tissue Engineering

und Regenerative Medizin

3.7 Laborgerate

Tabelle 8: Ubersicht der Laborgerite

Gerat Modellbezeichnung Hersteller

Absaugsystem Vacusafe Integra Biocsciences (D)

Abzug Prutscher Laboratory Systems (A)

Analysenwaage LC2208 Sartorius (D)

Aufblockstation EG1150H Leica Mikrosysteme (D)

Autoklaven Technoclav Integra Biosciences (D)
DX-45, VX-150 Systec (D)

BioRam® CellTool (D)

Brutschrank Heraeus BB 6220 Thermo Electron LED (D)

Dampfgarer Multiquick FS20 Braun (D)

Dampftopf Varioklav Typ 400DT HP Medizintechnik (D)

Drehschieberpumpe RZ6 Vacuubrand (D)

Einbettautomaten Microm STP120 Thermo Fisher Scientific (D)
TES Valida Medite (D)

Einbettkassetten- VCP-5001 Vogel Medizintechnik (D)

beschriftungsgerat

Einhéngethermostat ~ Alpha A Lauda (D)

Eismaschine AF-80 Scotsman HIBU Eismaschinen (D)

Fliissigstickstofftank ~ MVE 815 P190 German-cryo (D)
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Gefrierschranke

HeifSluftsterilisator
Hochgeschwindigkeits-
kamera

Kiihlraum
Kiihlschrank
Laborspiilmaschine
Magnetriihrer
Mikroplattenleser
Mikrotom

Mikroskop

Objekttrager-
beschriftungsgerét
Paraffineinbettstation
Paraffinstreckbad

pH Meter
Sterilwerkbénke
Stickstofftank
Trockenschrank
Vortex-Schiittler
Wiérmeschrank
Wasseraufbereitungs-
system

Wasserbad
Wippschiittler

Zentrifugen

3 Material

—80° C HF U586 Basic
—20° C Comfort

SNB 300

Genie HM640

4° C

MediLine

G 7883 CD
720-HPS

Tecan Infinite M200
SM2010 R

BZ-9000 BIOREVO
Eclipse 80i

JEOL TEM JEM2100
JEOL JSM-7500F
VSP-5001

EG1150H
GFL1052

SevenEasy

MV 815 P-190
TDO66

Genie

Milli-Q

Lauda Alpha
KM-2 AKKU
Multifuge X12
Multifuge X1R

Heraeus Holding (D)
Liebherr (D)
Memmert (D)
Teledyne Dalsa

Genheimer (D)
Liebherr (D)

Miele (D)

VWR (D)

Tecan (D)

Leica Mikrosysteme (D)
KEYENCE GmbH (D)
Nikon (D)

JEOL (USA)

JEOL (USA)

Vogel Medizintechnik (D)

Leica (D)

Gesellschaft fiir Labortechnik (D)
Mettler Toledo (D)

Thermo Fisher Scientific (D)

Jutta Ohst german-cryo GmbH (D)
Medite (D)

Carl Roth (D)

Medite GmbH (D)

Merck Millipore (D)

Lauda (D)

Edmund Biihler GmbH (D)
Thermo Fisher Scientific (D)
Thermo Fisher Scientific (D)
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Tabelle 9: Ubersicht der Software

Software Zweck Hersteller
BZ-11 Analyzer Programm fiir das Keyence Mikroskop Keyence
ImageJ Bildbearbeitungsprogramm

MATLAB Programm zur Auswertung MathWorks

mit Analyse GUI
Microsoft Excel 20
Microsoft PowerPoint
Motion Traveller
TeXmaker

The UnscramblerX 10.3

der Zilienschlagaktivitat
Tabellenkalkulation
Zusammenstellung von Abbildungen
Videoaufnahme
Textverarbeitungsprogramm

Multivariate Datenanalyse

Microsoft® (USA)
Microsoft® (USA)
Teledyne DALSA
MiKTEX 2.90
CAMO Software
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4.1 Zellkulturtechniken

Alle Zellkulturtechniken in dieser Dissertation erfolgten unter sterilen Bedingungen und
der Benutzung einer Sicherheitswerkbank Klasse II. Zusétzlich wurden alle mehrfach ver-
wendbaren Materialien vor Benutzung autoklaviert, um die Gefahr einer Kontamination
zu verhindern. Das zu verwendende Medium sowie andere Zellkulturlosungen wurden vor
Gebrauch im Wasserbad auf 37°C erwarmt. Die Kultivierung der Zellen fand in Brut-
schrianken statt, welche konstante Bedingungen von 37°C, 5 % COs und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit gewahrleisten.

4.1.1 Kultivierung von Primarzellen und Zelllinien

Primére nasale und tracheobronchiale Epithelzellen wurden in Airway Epithelial Cell
Growth Medium (AECG) und Fibroblasten in Dulbecco’s Modified Fagle Medium (DMEM)
+ 10 % fetalem Kélberserum (FCS) kultiviert. Zellen von zwei CF-Patienten, die kommer-
ziell erhéltlich waren, wurden in firmeneigenem der Firma Epithelix Medium (hAEC) kul-
tiviert. Die Atemwegszelllinien, die in dieser Arbeit Verwendung fanden, waren HBEC3-
KT, Calu-3, VA10 und Cl-huAEC (siehe Tabelle 1). HBEC3-KT wurden in definiertem
Keratinozyten-SFM (K-SFM) Medium + Supplement und VA10 in AECG Medium kul-
tiviert. Das Medium, das fiir die Calu-3 Zelllinie herangezogen wurde, war MEM und
wurde mit 10 % FCS und 1 % Na-Pyruvat versetzt. Die Cl-huAEC Zelllinie wurde in
speziellem Medium der Firma InSCREENex (huAEC Medium ready-to-use) kultiviert.
Medienwechsel fand alle zwei bis drei Tage statt, die Zellen wurden kultiviert bis sie 80 -
90 % konfluent waren. In der 3D-Zellkultur wurden die Modelle einmal pro Woche apikal

mit Medium gewaschen, um beispielsweise tote Zellen zu entfernen.

4.1.2 Zellisolation aus humanen Gewebeproben der oberen Atemwege

Zur Isolation von humanen respiratorischen Epithelzellen wurde das Transportmedium
zunéchst abgenommen und die Gewebeproben in frischem Medium (AECG) gewaschen,
um Blutriickstdnde zu entfernen. Das Nasenschleimhautpraparat wurde in eine Petri-
schale iiberfithrt, Knorpel- und Knochenstiicke entfernt und daraufhin in kleine Stiicke

geschnitten. Im Gegensatz zur nasalen Mukosa wurde bei dem tracheobronchialen Ge-
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webe lediglich das respiratorische Epithel abgezogen und dieses in kleine Stiicke zerteilt.
Im Anschluss wurden die Gewebestiicke mit einigen Tropfen Medium (AECG) bedeckt
und iiber Nacht unter Standardbedingungen kultiviert. Am néchsten Tag wurde etwas
Medium hinzugegeben, sodass die Gewebestiicke noch Kontakt zur Kulturplatte hatten.
Die Gewebestiicke wurden am siebten Tag nach Zellisolation entfernt und zur Isolation
der Fibroblasten weiterverwendet. Hierfiir wurden die Gewebestiicke in eine neue Petri-
schale tiberfiihrt und dreimal in PBS™ gewaschen. Anschliefend wurden sie in kleinere
Stiicke geschnitten, dann mit Hilfe von 5 ml Kollagenase in ein 50 ml Reaktionsgefafl
transferiert und die restlichen Stiicke mit 5 ml Kollagenase in das gleiche Reaktionsgefafl
iiberfiihrt. Dieses wurde fiir 45 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieend zentrifugiert
(1200 rpm, 5 min). Die Kollagenase wurde abgenommen, 10 ml Medium (DMEM + 10 %
FCS) hinzugegeben und unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das Medium wurde
abgezogen, die Stiicke in frischem Medium resuspendiert und in eine Petrischale ausgesét.
Die Fibroblasten wuchsen aus den Gewebestiicken aus, die nach ca. sieben Tagen aus der

Petrischale entfernt und entsorgt wurden.

4.1.3 Zellisolation aus nasalen Schleimhautabstrichen

Die Biirsten wurden zunéchst im Transportmedium ausgeschiittelt und wahrend des ers-
ten Zentrifugationsschritts (1200 rpm, 5 min) im Reaktionsgefafl belassen. Danach wurden
die Biirsten mit erneutem Ausschiitteln aus dem Transportmedium entfernt und die Zell-
suspension unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet
in frischem AECG Medium + 1 % Anti-Anti resuspendiert und auf kommerziell erhalt-
liche kollagen-beschichtete Zellkulturflaschen (CELLCOAT®, Kollagen Typ 1, Art.-Nr.:

658950, greiner bio-one) ausgesit und unter Standardbedingungen kultiviert.

4.1.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Da primére Zellen lediglich in niedrigen Passagen verwendbar sind und in hoheren Passa-
gen das Proliferationsvermogen abnimmt, stellt das Einfrieren von Zellen eine Moglichkeit
dar, um eine Zellbank fiir spiatere Experimente zu erstellen.

Zum Einfrieren wurden die adharenten Zellen zundchst von der Flasche nach Standard-
protokoll (siehe 4.1.5) abgelost und auf eine bestimmte Zellzahl/ml eingestellt. Zu dieser
Zellsuspension, die in ein Cryorohrchen transferiert wurde, wurden 10 % FCS und 10 %
Dimethylsulfoxid (DMSO) hinzugegeben. DMSO vermeidet intrazelluldre Zellschadigung
wéhrend des Einfrier- und Auftauprozesses. Da das Reagenz bei Raumtemperatur (RT)

zytotoxisch wirkt, war es von hoher Relevanz die Zellsuspension schnellstméglich in einer
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Einfrierhilfe (Mr. Frosty) bei —80°C zu platzieren. Die Einfrierhilfe gewdhrleistet ein lang-
sames und gleichméfiges Einfrieren und eine geringere Zellschadigung. Nach 24 Stunden
wurde der Transfer in den Stickstofftank vorgenommen.

Zum Auftauen der Zellen wurde die eingefrorene Zellsuspension bei Raumtemperatur bzw.
im Wasserbad erwarmt bis noch eine kleine Menge an Eis vorhanden war. Diese Zellsus-
pension wurde in ein vorbereitetes Reaktionsgefifl, welches frisches und erwarmtes zell-
spezifisches Medium in einem Verhéltnis von 1:10 enthielt, tiberfithrt. Nach anschlieSender
Zentrifugation (1200 rpm, 5 min) wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in
1 ml frischem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden in eine neue Flasche ausgesat und
das Medium nach einem Tag gewechselt, um die zellschadigende DMSO-Konzentration zu

minimieren und um abgestorbene Zellen zu entfernen.

4.1.5 Passagieren von Zellen

Nach Erlangen einer Konfluenz von 70 - 90 %, werden Zellen passagiert, um die Prolife-
ration beizubehalten. Zum Ablosen der Zellen von der Zellkulturflasche wurde zunéchst
das Medium abgesaugt. Die Zellen wurden einmal mit PBS~ gewaschen, um Relikte des
Serums zu entfernen, welches die Enzymreaktion wahrend des Abloseprozess inhibieren
konnte. AnschlieBend wurde je nach Zellkulturflaschengréfe frisches PBS™/EDTA hin-
zugegeben (T25: 4 ml, T50: 8 ml, T150: 16 ml) und fir 10 Minuten im Inkubator bei
37°C preinkubiert. Lassen sich die Zellen schwer ablosen, so kann dieser Schritt auf bis
zu 30 min verlangert werden. Makroskopisch konnte iiberpriift werden, ob sich die Zellen
bereits abgelost hatten, welches durch leichtes Klopfen an die Flasche unterstiitzt werden
konnte. Falls die adhérenten Zellen nach diesem Schritt komplett abgelost waren, wurden
diese umgehend in ein Reaktionsgefafl transferiert und es wurde mit der Zentrifugation
fortgefahren. Andernfalls wurde Trypsin, das die Proteine spaltet, die fiir die Adharenz
der Zellen verantwortlich sind, in einem Verhaltnis von 1:10 hinzugegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 3 - 5 Minuten bei 37°C wurde unter dem Mikroskop iiberpriift, ob
sich alle Zellen abgelost haben. Falls einige Zellen noch nicht abgelost waren, wurde dies
ebenfalls durch sanftes Klopfen an die Flasche unterstiitzt. Die Enzymreaktion wurde
durch Zugabe von 10 % FCS gestoppt und die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Zentri-
fugenréhrchen iiberfithrt. Um zu garantieren, dass sich alle Zellen nun im Reaktionsgefafl
befinden, wurde die Flasche erneut mit PBS /EDTA gewaschen und diese Losung in
das gleiche Reaktionsgeféf3 transferiert. Anschliefend wurde bei 1200 rpm fiir 5 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet wurde in frischem zellspezi-

fischem Medium resuspendiert und in entsprechender Zellzahl ausgesét. Zur Bestimmung
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der Zellzahl wurde wie nachfolgend beschrieben fortgefahren (siehe 4.1.6). Die Zahl der

Passage erhoht sich nach jedem Passagierschritt.

4.1.6 Determinierung der Zellzahl und Vitalitdatsbestimmung

Die Zellzahl sowie die Zelllebendzahl wurden mittels Neubauer-Zahlkammer und Trypan-
blau-Farbung bestimmt. Nach dem Ablosen sowie der Zentrifugation der Zellen (siche
4.1.5), wurde eine 1:1 Mischung der Zellsuspension und einer 0,4 % Trypanblau-Lésung
hergestellt (Verdinnungsfaktor fverdinnung=2) und ca. 20 pl davon in die Neubauer-Z&hl-
kammer tiberfiihrt. Lebende Zellen erscheinen im Mikroskop weif3, da das Trypanblau tiber
die intakte Zellmembran nicht eindringen kann. Tote Zellen werden aus diesem Grund blau
sichtbar. Die folgende Formel diente zur Berechnung der Gesamtzellzahl der lebenden
Zellen:

= Zellen ‘
N gezahlteQuadranten

N steht hierbei fiir die Anzahl der lebenden Zellen, V steht fiir das Volumen, in dem die

Zellen resuspendiert werden. Der Verdinnungsfaktor errechnet sich aus dem Verhaltnis

V. fVerdiinnung : fKammer (1)

Trypanblau zu Zellsuspension und der Kammerfaktor fxammer betrdagt 10.000.

Die Vitalitat ist das Verhaltnis der lebenden Zellen zur Gesamtzellzahl ausgedriickt in

Prozent:

Lebendzellzahl
Vitalitat = - 100 2
italitat[%] Gesamtzellzahl % 2)

4.2 Herstellung der biologischen Matrix SISser

Einige der 3D-Atemwegstestsysteme wurden auf Basis eines dezellularisierten Segments
des Jejunums aus dem Schwein, im speziellen SISser (Small Intestine Submucosa mit
SERosa) aufgebaut. Fur die Herstellung der biologischen Matrix wurde ein Teil oder der
gesamte Diinndarmabschnitt von 8 - 11 Wochen alten und 17 - 20 kg schweren Hausschwei-
nen entnommen. Dies wurde am Zentrum fiir Molekulare Medizin (ZEMM, Wirzburg)
durchgefiihrt. Die Schweine wurden geméfl dem von den National Institutes of Health her-
ausgegebenen Guide for Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publikationsnr. 85-23,
revidiert 1996) gehalten.
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Die Schweine wurden zunéchst betaubt, heparinisiert und durch eine Uberdosis Anés-
thetikum getotet. Nach der Explantation und dem Transport bzw. der Lagerung in PBS"
+ 1 % Gentamicin bei 4°C erfolgte die Dezellularisierung am Lehrstuhl fir Tissue Engi-
neering und Regenerative Medizin. Das Protokoll zur Durchfithrung wurde basierend auf
bereits publizierten Protokollen durchgefiihrt [148, 149].

Die Darmstiicke wurden mit VE (vollentsalztem)-Wasser durchgespiilt, bis das herausflie-
Bende Wasser annahernd klar war. Anschlielend wurden die Darmstiicke in ca. 10 - 15 cm
lange Abschnitte gekiirzt, welche auf links gedreht wurden, sodass die Innenseite nach Au-
Ben zeigte. Diese Stiicke wurden auf 25 ml Pipetten aufgezogen und die oberste Schicht
der Mukosa durch mechanisches Abschaben entfernt. Danach wurden die Darmstiicke in
PBS- iiberfiihrt und tiber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler gelagert. Die Wasch- und Inku-
bationsschritte erfolgten, sofern nicht anders beschrieben, bei 4°C auf dem Wippschiittler.
Am néachsten Tag wurden die Stiicke zunéchst drei Mal in frischem PBS™ gewaschen und
anschlieffend an einer Seite mit einer Klemme verschlossen und mit Natriumdesoxycholat-
Losung gefillt und fiir 1,5 Stunden in dieser Losung inkubiert. Daraufhin wurde die
Natriumdesoxycholat-Losung durch PBS" ersetzt und die Stiicke wurden erneut fiir eine
Stunde inkubiert. Danach wurden die Darmstiicke an beiden Seiten abgeschnitten und
tiber mehrere Stunden in PBS™ + 1 % Penicillin/Streptomycin gewaschen und anschlie-
Bend tiber Nacht geschiittelt. Am zweiten Tag nach der OP fand die Inkubation in DNAse
bei 37°C fiir zwei Stunden auf dem Schiittler statt. Die Darmstiicke wurden tiber den Tag
verteilt drei Mal in PBS™ gewaschen. Anschliefend fand die Gamma-Sterilisation statt,
welche durch den BBF Sterilisationsservice GmbH durchgefithrt wurde.

Anschlieflend wurde die Qualitatskontrolle der dezellularisierten Jejunum-Segmente durch
die technischen Assistenten am Lehrstuhl fiir Tissue Engineering und Regenerative Me-
dizin durchgefiihrt. Diese beinhaltete eine histologische Analyse mittels HE-Férbung und
eine DNA-Féarbung nach Feulgen. Ein Gallsduretest bestétigte das komplette Herauswa-

schen des Natriumdesoxycholats.

4.3 Aufbau und Kultivierung von 3D in vitro Atemwegstestsystemen

Fiir die 3D-Zellkultur wurden nasale Primarmodelle basierend auf der biologischen Ma-
trix SISser (Im Nachfolgenden nur SIS) entsprechend Schweinlin et al. [121] sowie 3D-
Gewebemodelle auf Polyethylenterephthalat (PET)-Membran aufgebaut (SIS: vier Do-
noren, PET-Membran: zwei Donoren). Tracheobronchiale Primarmodelle wurden eben-
falls auf der SIS aufgebaut, wohingegen kommerziell erhéltliche bronchiale 3D-Modelle
auf PET-Membran (MucilAir™) der Firma Epithelix herangezogen wurden (SIS: drei
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Donoren, MucilAir™: drei Donoren). Zudem fand die Generierung von Krankheitsmo-
delle statt. PCD-Modelle (drei Donoren) basierten auf der SIS, wohingegen CF-Modelle
entweder auf PET-Membranen mit CF-Zellen der Firma Epithelix (gleiche Spender wie
MucilAir™) aufgebaut wurden oder von der Firma Epithelix herangezogen wurden (PET-
Membran: 2 Donoren, MucilAir™: 2 Donoren). Die Modelle der Atemwegsepithelzelllinien
Calu-3 (n=4), VA10 (n=4) und Cl-huAEC (n=4) basierten ausschliefllich auf der biolo-
gischen Matrix SIS, wohingegen HBEC3-KT Modelle sowohl auf der SIS (n=3) als auch
auf PET-Membran (n=4) aufgebaut wurden.

4.3.1 Aufbau von 3D-Atemwegstestsystemen

Fiir Primarmodelle auf der SIS wurden humane respiratorische Fibroblasten und Epithel-
zellen (nasal und tracheobronchial) auf die luminale Seite der SIS ausgesét. Zur Besiedlung
der PET-Membran wurden zunichst Fibroblasten auf die Unterseite und darauffolgend
die Epithelzellen auf die Oberseite ausgesit.

Fiir Atemwegstestsysteme auf der biologischen Matrix wurde wie folgt vorgegangen. Das
Einspannen der SIS in eine Zellkrone ist in Abbildung 5 dargestellt. Die Serosa wurde zu-
erst von der SIS abgezogen und anschlieflend in die sogenannte Zellkrone eingespannt. Die
Zellkrone besteht aus zwei ineinander passenden Metallringen, wobei der Groflere kleine
Standfiifle besitzt, sodass die Matrix nicht die Zellkulturplatte beriihrte und Medienfluss
unterhalb des Modells gewahrleistet wurde. Zuerst wurde ein Stiick SIS in eine Petrischale
tiberfiihrt, wo sie der langen Seite nach aufgeschnitten wurde (Abb. 5A, B). Die Matrix
wurde aufgeklappt (Abb. 5C, D), die Serosa abgezogen und entfernt (Abb. 5E). Anschlie-
Bend folgte das Zerschneiden in passende Stiicke zum Bespannen der Zellkrone (Abb. 5F,
G). Dieses wurde nun iiber den inneren Ring der Zellkrone gestiilpt, sodass die luminale
Seite in das Innere der Zellkrone zeigte (Abb. 5H, I). Der duflere Ring wurde dartiber-
gestilpt, damit die Matrix fest zwischen beiden Ringen aufgespannt war (Abb. 5J) und
die komplette Zellkrone umgedreht (Abb. 5K). Sie wurde in eine 6- oder 12-Well Platte
transferiert (Abb. 5L) und mit Fibroblastenmedium bedeckt.

Fir Atemwegsmodelle auf PET-Membran wurde das Insert verkehrt herum in 6-Well
Platten platziert und die Oberfliche mit Fibroblastenmedium benetzt. Bei beiden Ver-
suchsauftbauet fand eine Inkubationszeit des Fibroblastenmediums von ca. zwei Stunden
bei 37°C statt, damit die Matrix das Medium aufnehmen konnte. Humane Atemwegsfi-
broblasten wurden in einer Zelldichte von 5 - 10?/cm? je Zellkrone bzw. 4,4 - 10%/cm? je
Insert in 500 pl Medium besiedelt (Tag -2).
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Abbildung 5: Bespannen einer Zellkrone mit der biologischen Matrix SIS. Ein Stiick des
dezellularisierten Schweinedarms SIS wurde in einer Petrischale platziert (A), der Liange nach auf-
geschnitten (B) und aufgeklappt (C, D). Anschlieflend wurde die Serosa entfernt (E) und der innere
Zylinder der Zellkrone darauf platziert (F). Die SIS wurde in passende kleinere Stiicke geschnitten
(G) und auf den inneren Ring mit luminaler Seite nach unten gestiilpt (H, I). Der dufiere Ring wurde
dartiber platziert, um eine Straffung der Matrix zu garantieren (J). Die Zellkrone wurde umgedreht
und in eine 6- oder 12-Well Platte transferiert (K, L).

Fir die Besiedlung der PET-Membran mit Fibroblasten wurde das Insert verkehrt
herum in der 6-Well Platte inkubiert bis die Besiedlung mit Epithelzellen stattfand. An
Tag -1 wurde die Zellkrone mit 2,5 - 10*/cm? bzw. das Insert mit 2,2 - 10*/cm? Atemwegs-
epithelzellen in einem Volumen von 500 ul besiedelt. Hierfiir wurden das Insert wieder

gedreht und in 12-Well Platten iiberfiihrt. Die Zellsuspension der Epithelzellen wurde
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apikal in die Zellkrone pipettiert. Es wurde 2 ml Ko-Kultur Medium, das sich aus 1:1
Fibroblasten-Medium und Atemwegsepithelzell-Medium zusammensetzt, basal hinzuge-
geben. Nach einer Inkubation bei 37°C wurde an Tag 1 das apikale Medium entfernt und
die Modelle fir mindestens 21 Tage unter Airlift-Bedingungen kultiviert.

4.3.2 Kaultivierung der Atemwegsmodelle MucilAir™ (Epithelix)

Im Rahmen dieser Dissertation wurden neben den selbst aufgebauten Atemwegstestsyste-
men ebenfalls kommerziell erhéltliche tracheobronchiale 3D-Atemwegsmodelle von Epithe-
lix von zwei CF-Patienten (zwei weibliche Spender, 24 - 25 Jahre) und von drei gesunden
Probanden (ein weiblicher, zwei mannliche Spender, 15 - 66 Jahre) herangezogen. Die
leeren 12-Well Platten wurden nach Lieferung mit 0,7 ml vorgewarmten zellspezifischem
Medium der Firma Epithelix aufgefiillt und die Inserts mit einer Pinzette in diese transfe-
riert. Die Modelle wurden fiir mindestens 21 Tage unter A:rlift- und Standardbedingungen

kultiviert.

4.4 Substanzapplikation mittels Vitrocell® Cloud Aerosolgenerator

Um den Einfluss von 0,9 % NaCl-Losung sowie Salbutamol (1,5 mg Salbutamolsulfat,
mit Konservierungsmittel) auf die Zilienschlagfrequenz zu untersuchen, wurden diese als
Fliissigaerosol mittels Aerosolgenerator Vitrocell® auf nasale (zwei Donoren) und tra-
cheobronchiale (drei Donoren) 3D-Gewebemodelle appliziert.

Der untere Teil des Aerosolgenerators wurde mit ca. 6 ml/3 Wells Zell-spezifischem Me-
dium gefiillt und konnte auf 37°C geheizt werden. Die Zellkronen, in welchen die Modelle
kultiviert wurden, wurden mittels passendem Adapter in die jeweiligen Vertiefungen der
Vitrocell® Cloud transferiert und eine Abdeckung aus Plexiglas wurde darauf platziert,
um eine dosisgesteuerte und raumlich gleichméaflige Ablagerung zu gewéhrleisten. An diese
Haube wurde oben der sogenannte Vernebler angeschlossen, in welchen 100 p1 0,9 % NaCl-
bzw. Salbutamol-Losung pipettiert wurde. Das Volumen wurde in 3 - 4 Minuten zerstaubt

und sank gleichmafBig auf die Modelle ab. Die Porengrofie des Verneblers betrug 4 - 6 pm.

4.5 Hochgeschwindigkeitsvideomikroskopie

Zur Qualitatskontrolle der 3D-Atemwegsmodelle wurde nach einer Mindestkulturdauer
von 21 Tagen mikroskopisch auf das Vorhandensein funktionaler Kinozilien gepriift. Bei
priasenten funktionalen Kinozilien fand die Aufnahme von kurzen Videoabschnitten statt.

Wiéhrend der Aufnahme einer Videosequenz war es wichtig, eine konstante Temperatur
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von 37°C zu gewahrleisten, da der Zilienschlag temperaturabhéngig ist [150]. Das hier-
fir notwendige System von Bioptech (Delta T-Dish System) gewéhrleistet eine prazise
Temperaturkontrolle in der Kulturschale wéhrend der gesamten Messung. Das System
besteht aus einer Kontrolleinheit, einem Tischadapter und den entsprechenden Kultur-
schalen (Delta T-Dish). Bestehend aus Polystyrol und Desag-263-Glas, messen sie 6 mm
hoch und haben einen Auflendurchmesser von 35 mm sowie einen durchsichtigen Glas-
boden mit einem Durchmesser von 23 mm. Diese wurden vorab mit Sylgard-Polymer
beschichtet, um das Aufspannen der Modelle zu garantieren.

Die Modelle wurden vor dem Versuchsaufbau apikal mit zellspezifischem Medium ge-
waschen und anschliefend in einer Delta T-Dish aufgespannt. Das aufgespannte Modell
wurde mit 2 ml epithelzellspezifischem Medium bedeckt und unter dem Tauchobjektiv

(Zilienschlagfrequenz: 40 x, Partikeltransport: 20 x) platziert.

4.5.1 Zilienschlagfrequenzanalyse

Zur Zilienschlagfrequenzanalyse wurden die 3D-Atemwegsmodelle in einer Delta T-Dish
aufgespannt. Zur Verifizierung einer konstanten Frequenz wahrend des gesamten Versuchs
wurden iiber einen Zeitraum von 30 Minuten alle 10 Minuten (0 min, 10 min, 20 min,
30 min) ein Video unter Benutzung eines 40 x Tauchobjektivs aufgenommen. Die Videos
bestanden aus 1.000 Bildern (640 x 480 Pixel) und die Aufnahmerate betrug 100 Bilder /s.
Die Analyse wurde mittels Fast-Fourier-Transformation innerhalb eines graphical user in-
terface (GUI) in MATLAB, welches von Prof. Dr. med. Peter Koénig (Universitéit Liibeck,
Deutschland) programmiert und zur Verfiigung gestellt wurde, durchgefiithrt. Das zu ana-
lysierende Video wurde innerhalb des Frequency Analysis GUI in die Software geladen.
Zur Erstellung einer heat map, welche zur farblichen Visualisierung der Frequenz diente
und somit einen intuitiven und schnellen Uberblick gab, wurden 100 Bilder geladen. Zur
Auswertung der Zilienschlagfrequenz wurden 1.000 Bilder in die Software geladen und
pro Video wurden zehn Zellen mit Hilfe einer region of interest (ROI) ausgewahlt und

anschliefend die Frequenz ermittelt.

4.5.2 Statistische Analyse

Zur statistischen Auswertung der Zilienschlagfrequenzanalyse wurde der Student’s T-Test
(zweiseitig) mit dem arithmetischen Mittel der ROI aus mindestens n=2 (siche Abbil-
dungsunterschriften) einzelnen Experimenten mit Microsoft Excel 2013 durchgefiihrt. Fiir

p < 0,05 wurden die Unterschiede als signifikant definiert. Alle statistischen Analysen wur-
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den mit Hilfe von Dr. Sarah Nietzer am Lehrstuhl Tissue Engineering und Regenerative

Medizin in Wiirzburg realisiert.

4.5.3 Analyse der mukoziliaren Transportgeschwindigkeit

Die Proben wurden analog zur CBF-Analyse vorbereitet. Zu den 2 ml zellspezifischem
Medium wurden 2 pl Dynabeads™gegeben und vor Aufnahme eines Videos durch auf-
und abpipettieren durchmischt. Die Aufnahmen fanden mittels 20 x Tauchobjektiv statt.
Ein Video bestand aus 3.000 Bildern (640 x 480 Pixel) wihrend die Aufnahmerate auf 200
Bilder pro Sekunde festgesetzt wurde. Die Analyse der mukozilidren Transportgeschwin-
digkeit wurde mittels Image Pro Premier Software und wie im Folgenden beschrieben
durchgefiihrt. Das zu analysierende Video wurde in Image Pro Premier geladen und das
bereits in der Software kalibrierte Objektiv ausgewéahlt. Anschliefend wurde mittels des
object tracking Werkzeugs manuell die zuriickgelegte Strecke der Partikel verfolgt und die
so erhaltenen Daten in ein der Software zugehoriges Makro geladen, welches die Trans-

portgeschwindigkeit errechnete.

4.6 Histologische Charakterisierung und Immunfluoreszenzfarbung
4.6.1 Fixieren von Zellen und Gewebe

Zur Charakterisierung der Epithelzellen oder Zelltypen im 3D-Modell mussten die Zellen
bzw. das Gewebe fixiert werden. Zellen auf Glasplattchen wurden vor dem Fixieren mit
PBS~ gewaschen und anschliefend fiir 10 Minuten in phosphatgepufferter Formaldehyd-
losung 4 % (PFA, Roti-Histofix, pH 7) bei Raumtemperatur inkubiert. Es bestand die
Moglichkeit diese bis zum Féarben bei 4°C in PBS" zu lagern. Die Gewebemodelle wurden
ebenfalls mit PB.S™ gewaschen. Darauthin wurde die Zellkrone apikal sowie basal fiir zwei

Stunden in PFA bei Raumtemperatur inkubiert.

4.6.2 Paraffineinbettung und Mikrotomschnitte

Die fixierten Modelle wurden aus der Zellkrone genommen und die zellfreien Rénder
mittels Skalpell entfernt. Sie wurden in eine mit Filterpapier ausgelegte Einbettkassette
iiberfithrt, welche bis zum Einbettprozess in Leitungswasser lagerte. Die Paraffineinbet-
tung erfolgte automatisch mit Hilfe eines Einbettautomaten gemaf des in Tabelle 10

aufgefithrten Protokolls statt.
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Nach Abschluss des Programms wurden die Modelle aus der Kassette und dem Filterpa-
pier entnommen und an der Paraffineinbettstation je nach Grofle in zwei oder drei Teile
geschnitten. Diese wurden mit der Schnittkante nach unten in einer Metallschale, welche
mit fliissigem Paraffin gefiillt war, positioniert und anschliefend auf einer Kiihlplatte aus-
gehartet. Anschliefend konnten die vorgekiihlten Blocke am Mikrotom in 3 - 5 ym dicke
Schnitte geschnitten und auf Objekttriager aufgezogen werden. Fiir Immunfluoreszenzfar-
bungen wurden Objekttrager, die mit Poly-L-Lysin beschichtet sind, herangezogen, fiir
HE-Farbungen wurden die Schnitte auf unbeschichtete Objekttriger aufgezogen. Beim
Aufziehen der Schnitte war zu beachten, dass diese mit Hilfe eines 60°C warmen Was-
serbads gestrafft wurden und anschliefend mit in 70 % EtOH getranktem Filterpapier
festgedriickt wurden. Die Schnitte trockneten bei 37°C iiber Nacht.

Tabelle 10: Programm zur Paraffineinbettung

Schritt Losung Zeit [h]
Auswaschen der Fixierlosung VE Wasser 1
Aufsteigende Alkoholreihe EtOH 50 % 1
zum Entwéassern EtOH 70 % 1
EtOH 80 % 1
EtOH 96 % 1
Isopropanol I 1
[sopropanol II 1
Entfernen des Alkohols Isopropanol / Xylol (1:2) 1
Xylol I 1
Xylol 11 1
Paraffinieren Paraffin I 1,5
Paraffin 11 1,5

4.6.3 Entparaffinieren und Rehydrieren

Die Schnitte wurden vor jeder Farbung zunéchst entparaffiniert und rehydriert (siehe Ta-
belle 11). Die Schnitte inkubierten fiir eine Stunde bei 60°C, um das Paraffin zu schmelzen.
Anschlieend wurden die Schnitte sofort in Xylol tiberfithrt und das Entparaffinieren und
Rehydrieren fand gemafl Tabelle 11 statt.
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Tabelle 11: Protokoll zum Entparaffinieren und Rehydrieren der Schnitte

Schritt Losung Zeit [min)]
Entparaffinieren  Xylol I 10
Xylol II 10
Rehydrieren EtOH 96 % 3x eintauchen
EtOH 96 % 3x eintauchen
EtOH 70 % 3x eintauchen
EtOH 50 % 3x eintauchen
VE Wasser Schwenken, bis keine Schlieren mehr sichtbar sind

4.6.4 Hamatoxylin und Eosin Farbung

Bei der Himatoxylin und Eosin (HE)-Farbung handelt es sich um eine Ubersichtsfir-
bung. Wobei Hamatoxylin basophile Strukturen wie z.B. DNA oder Zellkerne blau farbt
und Eosin acidophile Strukturen wie z.B. Proteine des Zytoplasmas rot anfiarbt. Nach
Entparaffinieren und Rehydrieren (siehe Tabelle 11) fand die HE-Farbung gemafi Tabelle
12 statt.

Tabelle 12: Protokoll zur HE-Farbung

Schritt Losung Zeit [min]

Farben der basophilen Strukturen Hamatoxylin 6

Spiilen VE Wasser

Blauen Leitungswasser

Farben der acidophilen Strukturen Eosin

Spiilen VE Wasser

Entwéssern EtOH 50 % 3x eintauchen
EtOH 70 % 2
Isopropanol 1 5
[sopropanol 11 5
Xylol I 5
Xylol 11 5
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Alternativ zur aufsteigenden Alkoholreihe konnten die Schnitte luftgetrocknet werden
und vor dem Eindecken fiir fiinf Minuten in Xylol inkubiert werden. Die Schnitte wurden

in Entellan eingedeckt.

4.6.5 Immunfluoreszenzfarbung

Zellen auf Glassplattchen wurden zunéchst fir finf Minuten mit 0,2 % Triton-X100 in-
kubiert, um die Zellen permeabel zu machen und intrazellulire Antigene detektieren zu
konnen. Anschlieend erfolgte ein Waschschritt in Waschpuffer fiir 5 min bei RT.

Die Schnitte mussten vor der Immunfluoreszenzfarbung gemafl Tabelle 11 entparaffiniert
und rehydriert werden. Es folgte eine hitzeinduzierte Demaskierung der Epitope, indem
die Schnitte in entsprechendem Puffer (pH 6 oder 9, siehe Tabelle 2) fir 20 Minuten
gekocht wurden. Die Schnitte wurden in VE-Wasser tiberfithrt, mit Fettstift umrandet
und daraufhin in Waschpuffer umgesetzt. Das Protokoll zur Imunfluoreszenzfarbung ist

in Tabelle 13 gezeigt.

Tabelle 13: Protokoll zur Immunfluoreszenzfarbung

Schritt Reagenz/Losung Zeit /Bedingungen

Blocken 5 % BSA 30 min

Priméarantikorper Antikorper in Antikoérperverdiinnungs- tiber Nacht bei 4°C
losung

Verdiinnung siehe Tabelle 2

Waschen Waschpuffer 3x 5 min
Sekundérantikorper Antikorper in Antikoérperverdiinnungs- 60 min bei RT
losung

Verdiinnung siehe Tabelle 2
Waschen Waschpuffer 3x 5 min
Eindecken Fluoromount G + DAPI

Als Negativkontrolle wurde anstatt des Primérantikorpers Antikérperverdiinnungslo-
sung eingesetzt. Die Kontrolle diente zum Ausschliefen unspezifischer Bindungen der Se-
kundarantikorper. Fiir eine Doppelfarbung wurden Priméarantikorper aus verschiedenen
Spezies herangezogen. Die Inkubation des Sekundarantikorpers sowie alle darauffolgenden

Schritte erfolgten lichtgeschiitzt.
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4.7 Ultrastrukturelle Analyse

Die 3D-Gewebemodelle wurden nach 21 Tagen Airlift-Kultur mit PBS~ gewaschen und
aus der Zellkrone entnommen. Fiir die anschliefende Fixierung und Aufarbeitung wurde
mit einem ca. 4 mm? Stiick, das aus der Mitte des Modells entnommen wurde, fortgefah-
ren. Die ultrastrukturelle Analyse der 3D-Gewebemodelle mittels Transmissionselektro-
nenmikroskopie (TEM) und Rasterelektronenmikroskopie (REM) sowie die Probenaufbe-
reitung fand nach einem zuvor verdffentlichten Protokoll [151] an der zentralen Abteilung
fiir Mikroskopie von Prof. Dr. Christian Stigloher (Abteilung fiir Elektronenmikroskopie,
Biozentrum der Universitat Wiirzburg) statt.

Die Proben wurden zuerst in 2,5 % Glutaraldehyd fixiert. Anschliefend in 2 % OsOy4
fixiert, mit HoO gewaschen und in 0,5 % Uranylacetat inkubiert. AnschlieBend wurden
die Proben dehydriert, mittels EMbed-812-Kit eingebettet, ultradiinn geschnitten und
anschliefend mit dem JEOL TEM JEM2100 bzw. dem JEOL JSM-7500F analysiert. Ins-
gesamt wurden zur Charakterisierung der Primarmodelle bzw. der Zelllinien HBEC3-KT,
Calu-3 und Cl-huAEC mittels TEM drei unabhéngige Experimente bzw. fiir die Zelllinie
VA10 und je PCD-Donor ein Experiment durchgefiihrt. Zur Analyse der Modelloberfléche

zweier CF-Donoren mittels REM wurden drei unabhéangige Experimente durchgefiihrt.

4.8 Raman-Spektroskopie und multivariate Datenanalyse

Bei der Raman-Spektroskopie handelt es sich um eine nicht-invasive, markierungsfreie
Technik, die die Schwingungsmodi von Molekiilen untersucht, wodurch sie biochemische
Informationen tiber biologische Systeme liefert [152]. Zur Identifizierung eines moglichen
Biomarkers fiir die CF und die PCD wurden die jeweiligen Epithelzellen und Epithel-
zellen nicht CF- oder PCD-Erkrankter als Kontrolle in 2D mittels Raman-Spektroskopie
analysiert. Insgesamt wurden die Zellen von zwei CF- und vier Kontrollspendern in fiinf
voneinander unabhéngigen Experimenten gemessen, wohingegen die Zellen von einem
PCD- und von zwei Kontrollspendern in drei voneinander unabhéngigen Experimenten
untersucht wurden. Die Messung der Zellen fand mit dem BioRam®-System der Firma
CellTool GmbH statt. Einzelne Zellen befanden sich in Vertiefungen (sog. Microwells)
mit einem Durchmesser von 25 pum. Die Microwells wurden von Herrn Prof. Dr. Rad-
ler der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen zur Verfliigung gestellt, wo sie auf der
Grundlage eines zuvor verdffentlichten Protokolls hergestellt wurden [153]. Der Kanal, der
mehrere Microwells zuganglich macht, wurde am Tag vor der Messung drei Mal mit je
100 pl Ethanol 70 % und anschlieend drei Mal mit je 100 ul zellspezifischem Medium ge-
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spiilt, wobei sich am Ende 100 ul Medium im Kanal befanden. Die gesamte Messkammer
wurde iiber Nacht bei 4°C gelagert und vor dem Ablosen der Zellen auf 37°C erwarmt.
Die Zellen wurden zunachst gemafl Kapitel 4.1.5 von der Flasche abgelost und auf eine
Zellzahl von 300.000/300 pl eingestellt. Der Kanal der Messkammer wurde 3 mal mit je
100 pl der Zellsuspension durchgespiilt und fiir ca. 20 min bei 37°C inkubiert, damit die
Zellen in die Microwells absinken konnten.

Die Kalibrierung des BioRam®-Systems musste mit Hilfe eines Siliziumplattchens auf
die charakteristische Wellenzahl des Siliziums (520 em™!) iiberpriift werden. Dies erfolgte
mittels 60 x Objektiv und einer Aufnahmezeit von 10 x 1 s. Zur Probenmessung wurde
ein 60 x Wasserimmersionsobjektiv herangezogen, wobei eine akkumulierte Aufnahmezeit
von 3 x 10 s je Probe eingestellt wurde. Pro Probe wurden 50 - 100 Messungen veran-
schlagt, die aufgrund niedriger Zellzahlen oder einer geringen Vitalitdt jedoch nicht fiir
jede Probe erfiillt werden konnten. Fiir zwei CF-Patienten und deren Kontrollen wurden
585 und 360 Messungen an fiinf Versuchstagen durchgefiihrt. Fiir Epithelzellen von einem
PCD-Spender bzw. der Kontrollen wurden 140 und 199 Messungen an jeweils drei Tagen
durchgefiihrt.

Zunachst wurden die Mittelwertspektren der jeweiligen Patienten- und Kontrollzellen er-
stellt, um direkt auf mogliche Unterschiede schlieflen zu konnen. Die multivariate Daten-
analyse der spektroskopischen Raman-Daten fand anschlieSend mit Hilfe der Software The
UnscramblerX 10.3 statt. Der biologisch relevante Bereich der Spektren wird im Wellen-
zahlbereich 507 - 1694 cm™ [154] erwartet. In diesem Ansatz wurde der Wellenzahlbereich
auf 600 - 1801 cm™ zugeschnitten. Um das Hintergrundrauschen zu reduzieren, wurden
die Datensatze mit einem Medianfilter vorbehandelt und anschlieBend mittels der Vektor-
1-Normalisierung normalisiert. Mittels der Hauptkomponentenanalyse (PCA, engl. prin-
cipal component analysis), wurden die komplexen Datensitze reduziert und veranschau-
licht. Hierbei wurden die Datenséitze mittenzentriert, der NIPALS-Algorithmus sowie die
Leverage-Korrektur wurden angewendet und es wurden die ersten sieben Hauptkompo-
nenten analysiert. Die Lineare Diskriminantenanalyse (LDA) wurde anschliefend unter

Verwendung der ersten und zweiten Hauptkomponentenwerte als Variable durchgefiihrt.
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5.1 Aufbau und Charakterisierung von humanen

3D-Atemwegstestsystemen

Die 3D-Atemwegsgewebemodelle wurden auf Grundlage von zwei verschiedenen Matrices
aufgebaut. Primére nasale sowie tracheobronchiale Epithelzellen wurden sowohl auf der
biologischen Matrix SIS, als auch auf der synthetischen Matrix PET kultiviert, wobei
es sich bei den tracheobronchialen Modellen auf der PET-Membran um das kommerzi-
ell erhéltliche MucilAir™ der Firma Epithelix handelt. Neben priméren respiratorischen
Epithelzellen wurden ebenfalls vier verschiedene Atemwegsepithelzelllinien (HBEC3-KT,
Calu-3, VA10 und Cl-huAEC) auf der SIS ausgesit, wobei HBEC3-KT ebenfalls auf der
PET-Membran kultiviert wurde. Die 3D-Gewebemodelle wurden histomorphologisch un-
tersucht und deren Ultrastrktur aufgeklart. Spezifische Marker wurden mittels Immun-
fluoreszenz in 2D und 3D analysiert. Anschlieflend fand die qualitative Analyse des Zili-
enschlags der priméren 3D-Gewebemodelle basierend auf der SIS und der PET-Membran
sowie der HBEC3-KT-Zelllinie basierend auf der SIS statt. Des Weiteren wurde die Zili-
enschlagfrequenz in Primarmodellen quantifiziert sowie der Einfluss der Substanzen Sal-
butamol und isotoner Kochsalzlésung auf die Zilienschlagfrequenz untersucht. Abschlie-

Bend fand die Untersuchung des mukoziliaren Transports statt.

5.1.1 Zellisolation aus nasalen Schleimhautabstrichen

Zum Aufbau von 3D-Gewebemodellen der humanen respiratorischen Mukosa wurden Epi-
thelzellen sowie Fibroblasten herangezogen. Diese wurden aus humanen Schleimhautresek-
taten isoliert. Im Rahmen dieser Dissertation wurde am Lehrstuhl fiir Tissue Engineering
und Regernative Medizin ein Protokoll zur Isolation humaner nasaler Epithelzellen aus
nasalen Schleimhautabstrichen etabliert (siche 4.1.3 und SOP im Anhang), um eine neue
Zellquelle zu schaffen, die es ermoglicht nasale Epithelzellen von Kindern und Erwachse-
nen, gesund oder krank, zu gewinnen. Der epitheliale Charakter der mit Hilfe eines nasalen
Schleimhautabstrichs gewonnenen Zellen, wurde mittels Immunfluoreszenzfarbung unter-
sucht. Die Epithelzellen zeigen eine CK14-Expression im Zytoplasma (siehe Abbildung

6B), wodurch deren epithelialer Charakter verifiziert wurde.
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5.1.2 Der epitheliale Charakter von respiratorischen Epithelzellen in 2D

Zur Verifizierung des epithelialen Charakters wurden humane Atemwegsepithelzellen, wel-
che entweder aus nasalen Gewebebiopsien oder Schleimhautabstrichen isoliert wurden,
sowie die Epithelzelllinien HBEC3-KT, Calu-3, VA10 und Cl-huAEC in 2D mittels Im-
munfluoreszenzfarbung des epithelialen Markers anti-CK14 charakterisiert (Abbildung 6).
Die Primarzellen (Abb. 6A, B), als auch HBEC3-KT (Abb. 6C) und VA10 (Abb. 6E) zei-
gen ein positives Signal im Zytoplasma, wohingegen Calu-3 (Abb. 6D) und Cl-huAEC
(Abb. 6F) kein CK14 exprimieren. Die héhere Zellzahl von HBEC3-KT lésst sich auf de-
ren Kultivierungsdauer zuriickfithren, wohingegen die hohe Zelldichte der Calu-3 Zellen

auf deren Inselbildung in 2D zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 6: Epitheliale Charakterisierung von Atemwegsepithelzellen in 2D mittels
CK14 Fiarbung. Primére nasale Atemwegsepithelzellen (Gewebebiopsie: A, nasaler Schleimhautab-
strich: B) sowie HBEC3-KT (C) und VA10 (E) exprimieren CK14 im Zytoplasma. Calu-3 (D) und
CI-huAEC (F) zeigen keine CK14-Expression. n=5 (Gewebebiopsie), n=2 (nasaler Scheimhautab-
strich), n=4 (HBEC3-KT), n=3 (Calu-3, Cl-huAEC), n=1 (VA10). Mafistab: 50 pm.

5.1.3 Histomorphologische Charakterisierung von Atemwegstestsystemen

Im Zuge dieser Arbeit wurden 3D-Gewebemodelle der humanen respiratorischen Mukosa
basierend auf unterschiedlichen Zellquellen aufgebaut. Neben Primarzellen der humanen
nasalen sowie tracheobronchialen Mukosa, wurden die Atemwegsepithelzelllinien HBEC3-
KT, Calu-3, VA10 sowie Cl-huAEC in Ko-Kultur mit humanen respiratorischen Fibroblas-
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ten zum Aufbau verwendet. Als Tragerstruktur diente die biologische Matrix SIS. Um den
Einfluss der Tragerstruktur auf die Differenzierung der nasalen Primarzellen und HBEC3-
KT im Hinblick auf zilientragende Zellen zu untersuchen, wurden nasale Epithelzellen und
HBEC3-KT auf der PET-Membran kultiviert und MucilAir”™ als tracheobronchiale Mo-
delle auf der PET-Membran herangezogen.

Abbildung 7: HE-Farbung von Atemwegstestsystemen basierend auf unterschiedlichen
Zellquellen und Matrices in Ko-Kultur mit respiratorischen Fibroblasten. Primére nasale
Epithelzellen auf der SIS (A) und der PET-Membran (D) zeigen ein differenziertes Flimmerepithel,
sowie tracheobronchiale Epithelzellen auf der SIS (B) und der PET-Membran (E). HBEC3-KT dif-
ferenzieren in ein polarisiertes Epithel mit kinozilienartigen Strukturen auf der apikalen Seite (C)
und bilden auf der PET-Membran ein vergleichbares Epithel aus (F). Eine apikale Zellclusterbildung
ist fiir Calu-3 auf der SIS sichtbar (G), VA10 zeigen ein kaum differenziertes Plattenepithel (H)
und Cl-huAEC bilden einen leicht polarisierten und einheitlichen einschichtigen Zellrasen (I). n=9
(nasal, SIS), n=2 (nasal, PET), n=3 (tracheobronchial, SIS; MucilAir’™), n=4 (HBEC3-KT, SIS;
HBEC3-KT, PET; Calu-3; VA10; Cl-huAEC). Mafstab: 50 um

In einer Ubersichtsfirbung mittels Himatoxylin und Eosin (siche Abbildung 7) wur-
den die 3D-Gewebemodelle histomorphologisch charakterisiert und auf kinozilienartige
Strukturen untersucht. Bei allen Modellen ist zu erkennen, dass Zellen entweder in die
Matrix eingewandert sind (SIS) oder sich unterhalb der PET-Membran angesiedelt ha-
ben. Das nasale Modell auf der PET-Membran zeigt eine wesentlich dickere Zellschicht
unterhalb der Membran (Abb. 7D), als MucilAir? (Abb. 7E) oder HBEC3-KT auf der
PET-Membran (Abb. 7F). Bei humanen nasalen Mukosamodellen auf der SIS und der
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PET-Membran ist ein polarisiertes, mehrreihiges Epithel, das kinozilienartige Strukturen
ausbildet, zu erkennen (Abb. 7A, D). Das humane tracheobronchiale Modell auf der SIS
zeigt im Gegensatz zu dem nasalen Modell eine polarisierte, aber schmalere Epithelschicht
mit kinozilienartigen Strukturen auf der apikalen Seite (Abb. 7B). Das kommerziell er-
hiltliche MucilAir’™ | welches ebenfalls mit tracheobronchialen Epithelzellen aufgebaut
ist, zeigt ein polarisiertes mehrreihiges Epithel, welches nahezu komplett mit kinozilien-
artigen Strukturen bedeckt ist (Abb. 7D). Es ist auffillig, dass das nasale Modell auf der
PET-Membran sowie das tracheobronchiale Modell auf der SIS (Abb. 7D, B) qualitativ
betrachtet wesentlich weniger kinozilienartige Strukturen aufweisen, als das nasale Modell
auf der SIS und das MucilAir?-Modell (Abb. 7A, E). HBEC3-KT auf derSIS als auch
auf der PET-Membran weisen beide ein polarisiertes Epithel mit sehr wenigen kinozilien-
artigen Zellausstiilpungen auf (Abb. 7C, F). Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen
Atemwegsmodellen, sind in keinem der auf Calu-3, VA10 sowie Cl-huAEC Zelllinien ba-
sierenden Modelle kinozilienartige Strukturen zu erkennen (Abb. 7G- I). Calu-3 zeigen
Zellcluster und eine zu verifizierende schleimartige Struktur auf der apikalen Seite (Abb.
7G). In VA10 Modellen ist eine kaum differenzierte plattenepithel-dhnliche Oberflache
zu erkennen (Abb. 7TH), wohingegen Cl-huAEC ein leicht polarisiertes und einheitliches
Monolayer bilden (Abb. 7I).

5.1.4 Immunhistologische Untersuchung spezifischer Marker in

Atemwegstestsystemen

Zur Verifizierung von Basalzellen und differenzierten Epithelzellen mittels Cytokeratin 5
(CK5) und Cytokeratin 18 (CK18) sowie zum Nachweis der zwei prominentesten Muzi-
ne des leitenden respiratorischen Systems, Mucin 5ac (Mucbac) und Mucin 5b (Muchb),
wurden Immunfluoreszenzféarbungen gegen spezifische Antikorper durchgefiihrt (siehe Ab-
bildung 8). CK35 ist in allen Gewebemodellen, ausgenommen Calu-3, auf der SIS sowie der
PET-Membran apikal exprimiert, wohingehen CK18 in allen Gewebemodellen apikal ex-
primiert ist (Abb. 8A- G). In Modellen basierend auf den Zelllinien VA10 und Cl-huAEC
ist die Anordnung der CK5- und CK18-exprimierenden Zellen nicht geordnet (Abb. 8D,
E), wihrend CK18-exprimierende Zellen in den Primarmodellen sowie den Modellen basie-
rend auf der HBEC3-KT-Zelllinie oberhalb der CKb5-experimierenden Zellen angeordnet
sind (Abb. 8A, B, F, G). Die Proteine Mucbac sowie Muchb sind in allen Modellen (Abb.
8H- U) auler Cl-huAEC (Abb. 8L, S) nachweisbar, wobei das Signal in VA10-basierenden
Gewebemodellen (Abb. 8K) schwécher ist.
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Abbildung 8: Immunhistologische Charakterisierung der 3D-Atemwegstestsysteme ba-
sierend auf unterschiedlichen Zellquellen und Matrices in Ko-Kultur mit respirato-
rischen Fibroblasten. A- G: Immunfluoreszenzfarbung gegen Cytokeratin 5 (griin) und Cyto-
keratin 18 (rot). H- N: Immunfluoreszenzfarbung gegen Mucbac (rot) und O- U: gegen Mucbb
(griin). Die Zellkerne sind mit DAPT gegengefirbt (blau). n=9 (Primérzellen), n=3 (HBEC3-KT,
SIS; MucilAir™™), n=4 (Calu-3; VA10; Cl-huAEC), n=2 (HBEC3-KT, PET). Mafstab: 50 um
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5.1.5 Ultrastrukturelle Analyse von Atemwegstestsystemen

Zur Verifizierung der Kinozilien in Primér- und HBEC3-KT-Modellen sowie zur ultrastruk-
turellen Charakterisierung der Testsysteme im Hinblick auf Basalmembran und tight junc-

tions (TJ) wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt (siehe Abb. 9).

Primarzellen HBEC3-KT Calu-3 VA10 Cl-huAEC

Basalmembran Mikrovilli/Kinozilien

Tight Junctions

Abbildung 9: Ultrastrukturelle Analyse der 3D-Atemwegstestsysteme auf der SIS und
basierend auf unterschiedlichen Zellquellen. Verifizierung von Kinozilien (A, B) bzw. Mikrovilli
(C-E) sowie einer Basalmembran (F- J, schwarze Pfeile) und Tight Junctions (K- O, weiler Pfeil).
n=3 (Primérzellen; HBEC3-KT; Calu-3; Cl-huAEC), n=1 (VA10). Mafistab: 3 pm (A- E), 0,5 pm
(F- 0)

Die ultrastrukturelle Analyse mittels Transmissionselektronenmikroskopie verifiziert die
kinozilienartigen Strukturen, welche in der HE-Farbung in Priméar- sowie HBEC3-KT-
Modellen zu erkennen sind (Abb. 7). In Primérmodellen sind Basalkérper und mehrere
Zilienquerschnitte sichtbar (Abb. 9A). Bei genauerer Betrachtung der Querschnitte zeigt
sich die typische 9x24-2 Konfiguration, bei welcher ein zentrales Mikrotubuluspaar von
neun Mikrotubulidubletts umgeben ist (Abb. 9A, kleines Bild). In HBEC3-KT-Modellen
sind ebenfalls Basalkérper und der Lénge nach angeschnittene Kinozilien identifizierbar
(Abb. 9B). In Calu-3, VA10 und Cl-huAEC sind lediglich Mikrovilli auf der Modellober-
fliche zu erkennen (Abb. 9C - E). In allen Modellen sind eine Basalmembran (Abb. 9F -
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J, schwarze Pfeile) sowie tight junctions (Abb. 9K - O, weifler Pfeil) zu sehen.

5.2 Funktionale Analyse im humanen 3D-Atemwegstestsystem

Um eine hohe Repréasentanz der 3D-Atemwegsmodelle mit der in vivo Situation zu besté-
tigen, ist neben bestimmter morphologischer Charakteristika ein funktionaler gerichteter
Zilienschlag erforderlich. Da lediglich die 3D-Gewebemodelle basierend auf priméren na-
salen und tracheobronchialen Epithelzellen sowie HBEC3-KT auf der SIS und auf der
PET-Membran Kinozilien ausbildeten, wurde ausschliefSlich deren Zilienschlag zunéchst
qualitativ und anschliefend quantitativ untersucht. Bei der qualitativen Betrachtung der
HBEC3-KT-Modelle, zeigten diese auf der PET-Membran keinen funktionalen Zilien-
schlag, weshalb keine quantitative Auswertung stattfand.

Da die Videodateien sehr grof§ sind, sind alle fiir diese Arbeit relevanten Videos auf ei-
nem universitdren Server (Q:\Literatur\Publikationen des Lehrstuhls\ Abschluss-
arbeiten\Doktorarbeiten\Nina Lodes 2019) abgelegt.

Fir die Zilienschlaganalyse wurden fiir nasale Schleimhautmodelle auf der SIS vier Do-
noren (drei weibliche, ein ménnlicher, 24 - 35 Jahre), fiir nasale 3D-Modelle auf der
PET-Membran zwei Spender (1 w, 1 m, 35 - 58 Jahre) sowie fiir tracheobronchiale 3D-
Atemwegstestsysteme jeweils drei Spender auf der SIS und der PET-Membran (SIS: 3 m,
28 - 68 Jahre; PET: 1 w, 2 m, 15 - 66 Jahre) herangezogen.

5.2.1 Ziliagre Schlagfrequenz

Zur qualitativen Bewertung der 3D-Atemwegsmodelle basierend auf HBEC3-K'T, tracheo-
bronchialen und nasalen Epithelzellen wurde von jedem aufgenommenen Video zuerst eine
sogenannte heat map erstellt, die die aktiven Bereiche der 3D-Modelle in rot aufzeigt und
hohere Frequenzen in einem Farbverlauf nach gelb. In Abbildung 10 ist je eine reprasen-
tative heat map sowie ein Histogramm der jeweiligen Modelle zu sehen.

In der heat map von HBEC3-KT sind lediglich drei Bereiche, in welchen zilidre Aktivi-
tat detektierbar ist, dargestellt (Abb. 10A), wohingegen in humanen tracheobronchialen
Epithelzell- (hTEC) und humanen nasalen Epithelzell- (hONEC) basierten Modellen schét-
zungsweise 70 - 80 % der Modelloberflache ziliare Aktivitat aufweisen (Abb. 10B, C).
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Abbildung 10: Repriasentative heat maps und Histogramme von HBEC3-KT-, hTEC-
und hNEC-basierten 3D-Atemwegstestsystemen. Die zilidre Aktivitdt der 3D-Modelle ist
durch heat maps der Modelloberfliche dargestellt (A - C). Im Histogramm der jeweiligen Zelllinien-
oder Primérzell-basierten Atemwegsmodelle ist die Anzahl der aktiven Bereiche gegen deren Fre-
quenz aufgetragen (D- F). HBEC3-KT-basierte Atemwegsmodelle zeigen wenig zilidre Aktivitdat im
Gegensatz zu Primarzellbasierten Modellen, deren CBF hauptséichlich im Bereich 7 - 15 Hz liegt.
n=3

Diese ist durch das Histogramm bestétigt, in welchem fiir HBEC3-KT sehr wenig bis
keine Aktivitat im Bereich ca. 10 Hz sichtbar ist (Abb. 10D), bei hTEC und hNEC jedoch
ein hohes Aufkommen an Frequenzen im Bereich 7- 15 Hz zu erkennen ist (Abb. 10E, F).
Anschlieflend fand die quantitative Zilienschlagfrequenzanalyse der nasalen bzw. tracheo-
bronchialen Gewebemodelle auf der SIS und der PET-Membran bzw. MucilAir? statt
(Abbildung 11). Im nasalen Gewebemodell basierend auf der SIS ist iiber den Zeitraum
von 30 Minuten ein tendenzieller Anstieg von 10,1 Hz auf 11,8 Hz zu erkennen, wohinge-
gen bei nasalen Modelle basierend auf der synthetischen Matrix bis 20 min ebenfalls ein
leichter, nicht signifikanter, Anstieg zu erkennen ist (10,1 Hz- 11,3 Hz) (Abb. 11A). Die
durchschnittliche Zilienschlagfrequenz ist auf der SIS hoher als auf der PET-Membran
(11,3 Hz vs. 10,8 Hz).
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Abbildung 11: Quantitative Zilienschlagfrequenzanalyse von nasalen und tracheobron-
chialen 3D-Atemwegsmodellen basierend auf der SIS oder der PET-Membran. Die CBF
im nasalen Modell auf der SIS bzw. der PET-Membran ist iiber 30 Minuten nahzu konstant, wo-
hingegen die CBF tracheobronchialer Modelle auf der SIS ansteigt und auf der PET-Membran ab-
nimmt. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte + SD représentiert. Student‘s T-Test, zweiseitig,
*p<0.05, * *p<0.005. Nasale Modelle: n=6 (SIS), n=2 (PET-Membran); tracheobronchiale Modelle:
n=3 (SIS; MucilAirTM)

Im tracheobronchialen Gewebemodell auf der SIS (Abb. 11B) ist ein signifikanter An-

stieg tiber einen Zeitraum von 20 Minuten zu verzeichnen (12,0 Hz- 13,3 Hz). Die Zilien-
schlagfrequenz der MucilAir™ ist anfangs nahezu identisch mit der auf der SIS (11,7 Hz
vs. 12,0 Hz), wobei ein signifikanter Abfall von 0 auf 10 Minuten sowie von 0 auf 20
Minuten und 0 auf 30 Minuten zu erkennen ist. Die Frequenzunterschiede der tracheo-
bronchialen Modelle auf der SIS und der PET-Membran sind zu Zeitpunkt 10, 20 und 30
Minuten jeweils signifikant.
Da vor allem bei den nasalen Gewebemodellen hohe Standardabweichungen zu erkennen
sind, ist es notwendig, die Daten nicht nur allgemein, sondern donorspezifisch zu betrach-
ten. Hierbei ist bei nasalen Modellen auf der SIS auffillig, dass Donor 1 und Donor 2
ahnliche Schlagfrequenzen im Bereich 11,4 - 14,5 Hz iiber 30 Minuten aufweisen, wohin-
gegen Donor 3 wesentlich niedrigere (8,5 - 10,0 Hz) und Donor 4 wesentlich hohere (14,5
- 18,9 Hz) Schlagfrequenzen iiber 30 Minuten zeigen.
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Abbildung 12: Donorspezifische Zilienschlagfrequenzanalyse von nasalen und tracheo-
bronchialen 3D-Atemwegsmodellen basierend auf der SIS oder der PET-Membran. Die
nasale CBF auf der SIS zeigt Donor 1- 3 mit nahezu gleichen Werten und Donor 4, der eine hohere
CBF zeigt (A). Auf der PET-Membran zeigen beide nasale Donoren eine dhnliche CBF (B). Die
tracheobronchiale CBF auf der SIS (C) und der PET-Membran (D) befindet sich im gleichen Be-
reich, jedoch nimmt die CBF zweier Spender auf der SIS zu, wohingegen in MucilAir’™ Modellen
die CBF nach 10 min bei allen drei Donoren abnimmt. Die Daten sind als arithmetische Mittel-
werte £ SD représentiert. Student‘s T-Test, zweiseitig, *p<0.05. Nasale Modelle: n=6 (SIS), n=2
(PET-Membran); tracheobronchiale Modelle: n=3 (SIS; MucilAir?M)

Bei den Spendern 1, 2 und 3 sieht man eine relativ konstante Frequenz iiber den Zeit-
raum von 30 Minuten, wohingegen bei Spender 4 ein nicht signifikanter Anstieg zu ver-
zeichnen ist (Abb. 12A). Im Gegensatz zu den nasalen Modellen auf der SIS mit einer
durchschnittlichen Schlagfrequenz von 13,0 Hz, zeigen die nasalen Modelle auf der PET-
Membran einen niedrigeren Durchschnittswert von 10,8 Hz. Bei den nasalen Modellen auf

der synthetischen Matrix ist neben einer relativ konstanten Frequenz iiber 30 Minuten zu
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erkennen, dass die Frequenz des Donors 2 (identisch zu Donor 4 auf der SIS) geringfiigig
hoher ist, als die des Donors 1 (11,8 Hz vs. 9,8 Hz). Der leichte Abfall bei Donor 1 von
10 auf 20 Minuten ist signifikant (10,7 vs 9,6 Hz) (Abb. 12B).

Bei individueller Betrachtung der tracheobronchialen Modelle auf der SIS (Abb. 12C) ist
bei Donor 1 ein nicht signifikanter Anstieg von 10 auf 20 bzw. 30 Minuten zu erkennen
(8,9 - 12,1 Hz bzw. 10,3 - 12,8 Hz), wohingegen Donor 2 eine relativ konstante Schlagfre-
quenz bei 11,4 Hz tiber den Zeitraum von 30 Minuten aufweist. Bei Donor 3 ist ebenfalls
ein Anstieg der Frequenz zu erkennen, welcher von 0 auf 20 Minuten signifikant ist (10,3
vs. 12,9 Hz).

Bei tracheobronchialen Modellen auf PET-Membran (MucilAir?™) (Abb. 12D) zeigt sich
bei allen drei Donoren an Zeitpunkt 0 Minuten eine hohere Schlagfrequenz (10,6 vs. 11,7
vs. 12,9 Hz), die iiber 10 Minuten abnimmt (8,0 vs. 8,5 vs. 9,5 Hz) und anschlieflend bei
ca. 9 Hz konstant bleibt. Donor 3 zeigt einen signifikanten Abfall der Frequenz von 0 zu

10, 20 bzw. 30 Minuten (12,9 Hz vs. 9,5, 9,5 und 9,7 Hz).

5.2.2 Der Einfluss von isotonischer Kochsalzlosung und Salbutamol auf die

Zilienschlagfrequenz

Es wurde gezeigt, dass in den 3D-Atemwegsmodellen ein funktionaler und gerichteter
Zilienschlag auftritt (Abb. 11 und Abb. ??). Zur Untersuchung, ob verschiedene Sub-
stanzen einen Einfluss auf die Schlagfrequenz zeigen, wurden isotone Kochsalzlosung und
Salbutamol tiber ein Verneblungssystem appliziert. Der zeitliche Verlauf nach Zugabe der
beiden Substanzen ist in Abbildung 13 dargestellt.

Zunachst wurden die Modelle tiber einen Zeitraum von 30 Minuten kalibriert, worauf-
hin nach 30 Minuten die Zugabe von 0,9 % NaCl-Losung stattfand. Anschliefend folgte
ein erneuter Messzeitraum von 30 Minuten bis Salbutamol auf die Modelle appliziert
wurde. Es ist zu erkennen, dass wahrend der gesamten Messung die durchschnittliche Zi-
lienschlagfrequenz in nasalen Gewebemodellen hoher ist, als im trachebronchialen Modell
(14,7 vs. 12,6 Hz). Nach Zugabe von 0,9 % NaCl-Losung an Zeitpunkt 30 Minuten ist
in beiden Modellen ein nicht signifikanter Anstieg zu verzeichnen, der iiber die néchs-
ten 30 Minuten im nasalen Modell weitestgehend konstant bei 14,9 Hz bleibt, jedoch im
tracheobronchialen Modell auf 9,4 Hz abnimmt. Es besteht ein signifikanter Unterschied
in der Zilienschlagfrequenz der beiden Modelle an Zeitpunkt 45, 50 und 60 Minuten. Die
Standardabweichungen sind im nasalen Modell an den vorher genannten Zeitpunkten auf-

fallig hoch im Gegensatz zum tracheobronchialen Modell, welches lediglich an Zeitpunkt
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60 Minuten eine hohe Standarabweichung aufweist. Nach der Zugabe von Salbutamol
steigt die Schlagfrequenz auf ihr jeweiliges Maximum an, welches im nasalen Modell 16,2
Hz betragt. Im tracheobronchialen Modell steigt sie signifikant auf 15,9 Hz an. Die CBF
bleibt im nasalen Modell erneut konstant bei durchschnittlich 15,8 Hz, wohingegen sie im

tracheobronchialen Modell erneut nicht signifikant auf 13,7 Hz absinkt.
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Abbildung 13: Einfluss von 0,9 % NaCl-Losung und Salbutamol auf die Zilienschlag-
frequenz in nasalen und tracheobronchialen Atemwegsmodellen basierend auf der SIS
im zeitlichen Verlauf. Die Zilienschlagfrequenz wird im nasalen und tracheobronchialen Modell
nach Applikation von 0,9 % NaCl-Losung und Salbutamol analysiert. In beiden Modellen ist nach
der Zugabe von isotoner Kochsalzlésung ein Anstieg zu sehen, welcher im nasalen Modell konstant
bleibt und im tracheobronchialen Modell abnimmt. Nach Salbutamolzugabe erhoéht sich die Fre-
quenz in beiden Modellen. Im nasalen Modell bleibt diese konstant, im tracheobronchialen nimmt
diese erneut ab. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte + SD reprasentiert. Student‘s T-Test,
zweiseitig, *p<0.05. n=3

Zusatzlich zum zeitlichen Verlauf nach Substanzzugabe wurden die Messwerte in Abb. 14
zusammengefasst, sodass die Schlagfrequenzen vor Substanzapplikation mit den Werten
nach Substanzapplikation verglichen werden kénnen. Wie bereits in Abb. 13 zu sehen
ist, ist die Schlagfrequenz in nasalen Gewebemodellen héher. Die Werte beider respira-
torischer Modelle weisen nach der Applikation 0,9 %-iger NaCl-Losung ebenso wie nach
Salbutamolzugabe einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu vor der jeweiligen Sub-
stanzapplikation auf. Im nasalen Modell ist ein nicht signifikanter Anstieg der Frequenz
nach Zugabe von isotoner Kochsalzlosung zu sehen, wobei die Frequenz im tracheobron-

chialen Modell weitestgehend konstant bleibt und ebenfalls keinen signifikanten Unter-
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schied darstellt (nasal: 12,8 Hz vs. 14,5 Hz, tracheobronchial: 11,7 Hz vs. 11,5 Hz). Es
ist zu erkennen, dass ein signifikanter Anstieg in beiden respiratorischen Modellen nach
Salbutamolzugabe vorliegt. Im nasalen Modell steigt der Wert von 12,8 Hz auf 15,8 Hz,
wobei im tracheobronchialen Modell die CBF von 11,7 Hz auf 14,1 Hz zunimmt. Zudem
ist eine Signifikanz der Schlagfrequenz des nasalen im Vergleich zum tracheobronchialen

Modell nach der Applikation von isotoner Kochsalzlosung sowie Salbutamol nachzuweisen.
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Abbildung 14: Einfluss von 0,9 % NaCl-Lésung und Salbutamol auf die Zilienschlagfre-
quenz in nasalen und tracheobronchialen 3D-Atemwegsmodellen. Die Zilienschlagfrequenz
nimmt nach der Zugabe isotoner Kochsalzlésung im Vergleich zu vor der Substanzapplikation im
nasalen Modell zu und bleibt im tracheobronchialen weitestgehend konstant. Ebenfalls ist ein signi-
fikanter Anstieg nach Salbutamolzugabe im Vergleich zur Kontrolle in beiden Modellen zu erken-
nen. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte + SD représentiert. Student‘s T-Test, zweiseitig,
*p<0.05, * *p<0.005. n=3

5.2.3 Mukoziliagrer Transport

Zur Verifizierung eines funktionalen und gleich gerichteten Zilienschlags der 3D-Atemwegs-
testsysteme wurde durch Zugabe von Dynabeads™die mukozilifre Transportgeschwindig-
keit analysiert. Es zeigt sich, dass in Gewebemodellen, die entweder auf der SIS (Abb. 15A)
oder der PET-Membran (Abb. 15C) basieren, der Partikeltransport gerichtet stattfin-
det (Abb. 15B, D). Die Analyse des mukozilidren Transports zeigt, dass die Partikel im
3D-Gewebemodell basierend auf der biologischen Matrix mit einer Geschwindigkeit von

395,0 um/s transportiert werden, wohingegen die Transportgeschwindigkeit im Modell auf
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der PET-Membran niedriger ist (328,6 um/s) (Abb. 15E). Es besteht kein signifikanter
Unterschied zwischen den Modellen auf der SIS und der PET-Membran.

500

300

200

100

0
SIS PET

Abbildung 15: Qualitative und quantitative Analyse des mukozilidiren Transports in
3D-Atemwegstestsystemen basierend auf der SIS und der PET-Membran. Ein funktio-
naler, gerichteter Zilienschlag ist in 3D-Atemwegstestsystemen sowohl auf der SIS (A, B) als auch
auf der PET-Membran (C, D) zu erkennen. Die mukozilidre Transportgeschwindigkeit ist auf 3D-
Gewebemodellen basierend auf der SIS mit 395,0 pm/s tendenziell hoher als auf der PET-Membran,
wo diese 328,6 um/s betrigt. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte & SD repréisentiert. n=4
(SIS), n=3 (PET)
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=)
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Mukozilidrer Transport [um/s]

5.3 Definierte Krankheitsmodelle

Im Rahmen dieser Dissertation wurden individualisierte Krankheitsmodelle fiir die zys-
tische Fibrose und die primére Ziliendyskinesie erstellt. Fiir CF-Modelle wurden einerseits
kommerziell erhéltliche MucilAir™ von zwei CF-Spendern der Firma Epithelix herange-
zogen, zum anderen mit Epithelzellen der gleichen zwei Donoren, die ebenfalls kommerzi-
ell von der Firma Epithelix verfiighbar waren, auf PET-Membran aufgebaut. Fiir die PCD
wurden Epithelzellen von drei Spendern herangezogen und Modelle basierend auf der SIS
aufgebaut. Die Modelle wurden anschliefend histomorphologisch charakterisiert. Es fand
eine quantitative Analyse der Zilienschlagfrequenz sowie des mukozilidren Transports,
die Charakterisierung mittels Immunfluoreszenzfarbung gegen den spezifischen Marker
Mucbac und die elektronenmikroskopische Analyse der Modelloberfliche in CF-Modellen
statt, wohingegen in PCD-Modellen die Querschnitte der Kinozilien ultrastrukturell un-

tersucht wurden.
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5.3.1 Zystische Fibrose

Die Abbildung 16 zeigt je ein repriasentatives Modell fiir beide Donoren. Die Morphologie
der 3D-Gewebemodelle auf der PET-Membran von zwei Mukoviszidose Patienten wurde
mittels HE-Farbung untersucht (Abb. 16A, B). Es haben sich sowohl unterhalb als auch
oberhalb der PET-Membran Zellen angesiedelt. Unterhalb der PET-Membran weisen die
Zellen eine spindelféormige Morphologie auf. Beide Spender zeigen apikal ein polarisiertes
Epithel. Es sind Zellen, die kinozilienartige Strukturen aufweisen, zu erkennen. Um zu
verifizieren, dass es sich bei den sich unterscheidenden Zellen um schleimproduzierende
Becherzellen handelt, wurde mittels Immunfluoreszenzfirbung gegen Mucbac der apika-
le Mukus charakterisiert und bei beiden Spendern ist eine starke Mucbhac-Expression zu
sehen (Abb. 16C, D). Zur spezifischeren Untersuchung der Modelloberflache wurden ras-
terelektronenmikroskopische Aufnahmen gemacht, die in Abbildung 16E und F dargestellt
sind. Die Modelloberflache beider Patienten ist schatzungsweise zu 90 % mit Kinozilien
bedeckt.

Donor 1

Donor 2

Abbildung 16: HE-, Immunfluoreszenzfirbung gegen Mucbac und rasterelektronenmi-
kroskopische Aufnahmen von CF-Modellen. Zur histomorphologischen Charakterisierung der
CF-Modelle zweier Donoren erfolgte eine HE-Farbung. Diese zeigt ein polarisiertes Epithel (A, B).
Die schleimproduzierenden Zellen wurden mittels IF gegen Mucbhac (rot) verifiziert. Zellkerne wurden
mit DAPI (blau) gegengefirbt (C, D). Die REM-Aufnahmen zeigen eine schitzungsweise zu 90 %
Kinozilien-besetzte Modelloberfliche (E, F). n=3. Mafistab: 75 pm (A- D), 25 um (E, F).
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In CF-Modellen wurde eine Analyse der Zilienschlagfrequenz durchgefiithrt (Abb. 17).
Bei qualitativer Betrachtung der CF-Modelle war ein verlangsamter Zilienschlag aufgrund
einer zahfliissigen Schleimschicht zu erkennen, die fiir eine erfolgreiche Durchfiihrung des
Experiments mit zellspezifischem Medium herunter gewaschen werden musste. Bei an-
schlieBender quantitativer Analyse der Zilienschlagfrequenz sind Frequenzen in einem Be-
reich von 9,1 - 10,9 Hz fiir Donor 1 und 8,9 - 9,9 Hz fiir Donor 2 zu erkennen, welche

vergleichbar mit den gesunden Primérmodellen auf der PET-Membran-Membran sind
(Abb. 11).
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Abbildung 17: Zilienschlagfrequenzanalyse der CF-Modelle. Der Zilienschlag von 3D-
Modellen zweier CF-Patienten wurde iiber einen Zeitraum von 30 Minuten untersucht. Es konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Spendern gezeigt werden. Die Frequenz bleibt iiber
den gesamten Zeitraum nach einem leichten Absinken nach 10 Minuten konstant. Die Daten sind als
arithmetische Mittelwerte + SD repréasentiert. n=2 (Donor 1), n=3 (Donor 2)

In der Frequenzanalyse der CF-Modelle ist zunéchst ein leichter Abfall und anschlie-
Bend eine konstantbleibende Frequenz beider Donoren iiber 30 Minuten zu sehen. Die
Frequenz des Donors 1 ist an den Messpunkten 0 Minuten, 20 Minuten und 30 Minuten
tendenziell etwas hoher als die des Donors 2. Keiner der beiden Patienten weist einen si-
gnifikanten Unterschied in deren Schlagfrequenz an einem der Messpunkte bzw. wahrend

des gesamten Messzeitraums auf.
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Da in CF-Patienten aufgrund des zédhflissigen Mukus der mukozilidre Transport ein-
geschrinkt ist, wurde dieser durch den Transport von Dynabeads™untersucht und dem
vonnicht-CF-Spendern gegentiiber gestellt. Die qualitative Analyse zeigt, dass in den 3D-
Gewebemodellen der CF-Patienten im Gegensatz zu den nicht-CF Modellen der Parti-
keltransport ungeordnet ablauft und kein auf der gesamten Modelloberfliche gerichteter
Zilienschlag vorhanden ist. Es ist zu sehen, dass die Partikel in CF-Modellen entweder
langsamer bzw. tber kiirzere Distanzen transportiert werden oder génzlich im zahflis-
sigen Mukus steckenbleiben (siche Videos auf Laufwerk Q: CF Donor 1, CF Donor 2).
Die gesunden Modelle zeigen, wie bereits in Kapitel 5.2.3 erldutert, einen gerichteten
Zilienschlag und dadurch einen gerichteten Transport iiber die Modelloberflache. Die an-
schlieBende quantitative Analyse gibt Aufschluss iiber die Unterschiede des mukozilidren
Transports in CF und gesunden Atemwegstestsystemen. Die Partikel in CF-Modellen wer-
den sehr viel langsamer und mit einer Transportgeschwindigkeit von 1481 pm/s (Donor 1)
bzw. 78,2 um/s (Donor 2) bewegt, wohingegen die Transportgeschwindigkeit in gesunden
Atemwegsmodellen 328,6 pm/s betrdgt (Abb. 18E).
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Abbildung 18: Qualitative und quantitative Analyse des mukoziliiren Transports in CF-
vs. nicht-CF-Atemwegstestsystemen. In CF-Modellen ist kein gerichteter Transport identifizier-
bar, wohingegen in nicht-CF-Atemwegsmodellen ein gerichteter mukozilidrer Transport nachgewiesen
werden kann. Der mukozilidre Transport in CF-Modellen von zwei Spendern ist deutlich geringer,
als in nicht-CF-Atemwegsmodellen (E). Es besteht jeweils ein signifikanter Unterschied zwischen den
CF-Donoren und den nicht-CF-Modellen. Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte + SD repra-
sentiert. Student‘s T-Test, zweiseitig, *p<0.05, * *p<0.005. n=2 (CF Donor 1), n=4 (CF Donor 2),
n=3 (nicht-CF)
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5.3.2 Primadre Ziliendyskinesie

Die PCD-Modelle wurden mittels Immunfluoreszenz auf spezifische Marker der Atemwege
untersucht. Eine reprisentative Abbildung der PCD-Modelle ist in Abbildung 19 fiir den
PCD-Donor 1 gezeigt. Vimentin ist lediglich innerhalb der Matrix exprimiert und weist
auf die in die SIS migrierten Fibroblasten hin (Abb. 19A). Zellen, die positiv fir CK5 und
CK18 sind, haben sich oberhalb der Matrix angesiedelt, wobei die CK18-exprimierenden
Zellen iiber den CK5-positiven Zellen positioniert sind (Abb. 19B). Ebenfalls sind positive
Signale fiir Muchac und Muchb auf der apikalen Seite der Modelle zu erkennen (Abb. 19C,
D).

Abbildung 19: Immunbhistologische Charakterisierung der PCD-Modelle. Ein positives
Signal fiir Vimentin (rot) kann innerhalb der SIS nachgewiesen werden (A). CK5-(griin) sowie CK18-
positive (rot) Zellen sind apikal zu erkennen (B). Ebenfalls sind die beiden Muzine Mucbac (rot) (C)
und Muchb (griin) (D) in der Immunfluoreszenzfirbung zu identifizieren. Die Zellkerne sind mit
DAPI gegengefarbt (blau). n=4. Mafstab: 100 pm.

Die patientenspezifischen Krankheitsmodelle wurden morphologisch mittels HE-Farbung
charakterisiert. Die Ubersichtsfirbung zeigt bei allen drei Donoren eine vollstandig diffe-
renzierte Epithelschicht, die kinozilienartige Strukturen auf der apikalen Oberfliche auf-
weisen (Abb. 20A - C). Diese wurden mittels TEM verifiziert, wo die in der Zellmem-

bran verankerten Basalkorper und deren longitudinal sowie axial angeschnittene Axone-
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me sichtbar sind (Abb. 20D - F). Zur spezifischeren Betrachtung wurden die Zilienquer-
schnitte im Detail analysiert, um mogliche fehlende Strukturen darzulegen (Abb. 20G -
L), wobei die detailliertere Kinozilienquerschnitte in Abbildung 20J - L darstellt sind.
In den Querschnitten der drei PCD-Patienten sieht man die typische 9x2+2 Anordnung
der Mikrotubuli. Bei Donor 1 fehlen, im Vergleich zu dem Zilienquerschnitt eines nicht
erkrankten Menschen (Abb. 9A; klein), die dufleren Dyneinarme (Abb. 20G, J). In den
Zilienquerschnitten des Donors 2 sind weder innere Dyneinarme noch auflere Dyneinarme
zu erkennen (Abb. 20H, K) und Donor 3 weist lediglich &uBere Dyneinarme auf (Abb.
201, L).

Zur weiteren Charakterisierung fand bei jedem PCD-Modell eine qualitative Analyse der
zilidren Aktivitat statt, welche bei keinem der Modelle einen funktionalen Zilienschlag
erkennen lie. Im Video des Donors 1 (siche Video auf Laufwerk Q: PCD Donor 1) lassen
sich ziliare Strukturen erkennen, die sich jedoch nicht bewegen. In den Videos des Donors
2 (siehe Video auf Laufwerk Q: PCD Donor 2) und 3 siche Video auf Laufwerk Q: PCD

Donor 3) ist ebenfalls kein funktionaler Zilienschlag zu identifizieren.
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Donor 1 Donor 2 Donor 3

Abbildung 20: Histomorphologische Charaktierisierung und ultrastrukturelle Analyse
von PCD-Modellen und Zilienquerschnitten. Die HE-Farbung der PCD-Modelle von drei Do-
noren zeigt ein differenziertes Atemwegepithel mit kinozilienartigen Strukturen an der Oberflache
(A - C). Kinozilien wurden mit Hilfe von TEM-Aufnahmen verifiziert (D - F). Die Zilienquerschnit-
te liefern eine detaillierte Ubersicht der Mikrotubulianordnung und einzelner Strukturen, die fiir
eine Fehlfunktion ursichlich sind (G - L). Bei Donor 1 sind ODA absent (G, blaue Pfeilspitzen),
wohingegen Donor 2 weder ODA (H, blaue Pfeilspitze), noch IDA (H, roter Pfeil) aufweist. In Zili-
enquerschnitten des Donors 3 sind keine IDA zu erkennen (I, rote Pfeile). n=3 (HE), n=1 (TEM).
MaBstab: 100 pm (A - C), 3 pm (D - F), 0,5 um (G, H), 0,4 pm (G, I), 1 pm (J) und 0,2 pm (K, L).
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5.4 Raman-Spektroskopie zur nicht-invasiven Analyse von

Patientenzellen

Zur Identifizierung eines Biomarkers fiir die zystische Fibrose als auch fiir die primére
Ziliendyskinesie wurden Epithelzellen der jeweiligen Spender sowie respiratorische Epi-
thelzellen von nicht-CF bzw. nicht-PCD-Spendern als Kontrolle mittels nicht-invasiver
Raman-Spektroskopie untersucht. Es wurden zundchst die Mittelwertspektren erstellt,
um direkt mogliche Unterschiede zwischen erkrankten und nicht erkrankten Zellen sicht-
bar zu machen. AnschlieBend wurde die Hauptkomponentenanalyse (PCA, engl. principal
component analysis) durchgefithrt, in welcher mogliche gruppenspezifische Auftrennungen
der Zellen analysiert werden. Mit Hilfe der sogenannten loadings plots wurden die fir die

Auftrennung relevanten peaks identifiziert.

5.4.1 Zystische Fibrose

Die Mittelwertspektren der CF-Zellen zeigen im Vergleich zu den Kontrollzellen nahezu
identische Kurven (Abb. 21A). Im Wellenzahlbereich 600 - 1801 cm™! kann in der PCA
keine Auftrennung zwischen CF- und Kontrollzellen gezeigt werden (Abb. 21B).
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Abbildung 21: Mittelwertspektren und Hauptkomponentenanalyse von respiratorischen
Epithelzellen CF- und nicht-CF-Erkrankter. Die Mittelwertspektren zeigen nahezu identische
Werte der kranken und nicht-CF Atemwegsepithelzellen (A). CF-Zellen kénnen mittels PCA nicht
von den Kontrollzellen unterschieden werden (B). n=5
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5.4.2 Primadre Ziliendyskinesie

In den Mittelwertspektren der PCD-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen iiber den
Wellenzahlbereich 600 - 1801 ecm™ sind kleine Unterschiede identifizierbar (Abb. 22A).
Die Werte der nicht-erkrankten Zellen sind bei ca. 850 cm ™! und bei ca. 1450 cm ™! hoher
als die der PCD-Zellen, wohingegen bei ca. 1340 cm~! die Kurve der PCD-Zellen hoher
ist als die der nicht-PCD Zellen.
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Abbildung 22: Mittelwertspektren, Hauptkomponentenanalyse und entsprechende loa-
dings plots von respiratorischen Epithelzellen PCD- und nicht-PCD-Erkrankter. Das
Mittelwertspektrum der PCD- und nicht-PCD Zellen zeigt einige Unterschiede (A). Die erkrankten
konnen von den gesunden Zellen in der PCA iiber PC-1 und PC-2 aufgetrennt werden (B). In den
loadings plots sieht man die fiir die Auftrennung relevanten Wellenzahlbereiche fiir PC-1 (C) und
PC-2 (D). n=3

Die PCA wurde zunéchst tiber den gesamten Wellenzahlbereich (600 - 1800 cm™)
durchgefiihrt. Hierbei lésst sich erkennen, dass sich die Messungen der PCD-Patienten
und der nicht-PCD Epithelzellen tiber Hauptkomponente 1 (PC-1) mit einer Relevanz
von 37 % und iiber Hauptkomponente 2 (PC-2) mit einer Relevanz von 13 % etwas auf-
trennen lassen (Abb. 22B). Es ist eine Clusterbildung im rechten unteren Quadranten zu

erkennen, welcher sich auf die Zellen des nicht-PCD Spenders 6 zuriickfithren ldsst und
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unabhangig vom Messtag ist. Die loadings plots der PC-1 und PC-2 sind in Abbildung 22C
und D dargestellt. Hier sind die Wellenzahlbereiche erkennbar, die fiir die die Auftrennung
verantwortlich sind. In der anschlieBenden PCA wurden tiber alle peaks der loadings plots
drei Bereiche identifiziert, die fir die gruppenspezifische Auftrennung relevant sind. Diese
decken sich nahezu mit den in den Mittelwertspektren identifizierten Unterschieden. Sie
befinden sich in den Wellenzahlbereichen 848 - 862 cm™!, 1316 - 1324 cm ™! und 1458 -
1467 cm™!, wobei die Auftrennung im Bereich 848 - 862 cm ™! als relevanter angesehen
wird, als in den beiden anderen Bereichen. Die entsprechenden score plots tiber die rele-
vanten Wellenzahlbereiche sind in Abbildung 23 zu sehen, wobei sich diese mit den bereits

analysierten Ergebnissen decken.
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Abbildung 23: Score plots iiber relevante Bereiche der Auftrennung zwischen PCD und
nicht-PCD Zellen. Die Wellenzahlbereiche 848 - 862 cm ™! (A), 1316 - 1324 cm ™! (B) und 1458 -
1467 cm~! (C) reprisentieren die fiir die Auftrennung relevanten Wellenzahlbereiche.
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5 Ergebnisse

Tabelle 14: Konfusionsmatrix des PCA-LDA-Modells mit einer Gesamtgenauigkeit von 74,3 %. K=
Kontrollzellen, PCD=PCD-Zellen

Tatséchliche Bezeichnung
K PCD
Vorausgesagte | K 142 32
Bezeichnung | PCD 57 108
Genauigkeit 71,4 % 77,1 %

Mit Hilfe der linearen Diskriminantenanalyse lassen sich diese Ergebnisse ebenfalls be-
statigen. Die PCD bzw. nicht-PCD Zellen kénnen laut LDA mit einer Genauigkeit von
77,1 % bzw. 71,4 % zugeordnet werden (siche Tabelle 14).
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In vorherigen Arbeiten konnte der Modellaufbau mit tracheobronchialen sowie nasalen
Primaérzellen basierend auf der biologischen Matrix SIS gezeigt werden [122, 147].

Im Zuge dieser Dissertation fand eine detaillierte Charakterisierung der Primédrmodel-
le basierend auf der SIS sowie der PET-Membran fand statt. Um erstmals Informatio-
nen iiber den zilidren Apparat der generierten Atemwegsmodelle zu erhalten, wurde die
Ultrastruktur der 3D-Gewebemodelle aufgeklirt sowie eine fiir den Lehrstuhl neue Me-
thode, die Hochgeschwindigkeitsvideomikroskopie, die zur Analyse der zilidren Aktivitat
dient, etabliert. Da ein funktionaler gerichteter Zilienschlag nachgewiesen wurde, konnte
die hohe in vivo Korrelation der generierten 3D-Atemwegstestsysteme bestatigt werden.
Mit Hilfe dieser Methode wurde ebenfalls der Einfluss von isotoner Kochsalzlosung und
des [52-Sympatomimetikums Salbutamol auf die Zilienschlagfrequenz der priméaren Atem-
wegsmodelle untersucht und es konnte in beiden Fallen eine erhohte CBF nachgewiesen
werden.

Bisher wurden Gewebebiopsien der oberen Atemwege zur Zellisolation herangezogen. Um
mogliche Erkrankungen der Gewebe auszuschlieBen und einen eventuellen Donormangel
zu umgehen, wurde eine alternative Methode zur Isolation von respiratorischen Epithel-
zellen mittels nasaler Schleimhautabstriche am Lehrstuhl etabliert, der eine einfache und
wiederholte Zellgewinnung, auch von gesunden Probanden, ermoglicht.

Bisherige Modellorganismen fiir die CF und die PCD bilden den jeweiligen Phanotyp
nicht komplett ab. In dieser Arbeit stand die Generierung von personalisierten in vitro
Krankheitsmodellen im Fokus, die zukiinftig als individualisierte Testsysteme herangezo-
gen werden konnten. Die CF-Modelle zeigten den der Krankheit spezifischen Phénotyp.
Die Zellgewinnung mittels nasaler Schleimhautabstriche gewéhrleistete die Probengewin-
nung von PCD-Erkrankten, auch bereits im Kindesalter. In der vorliegenden Dissertation
konnte fiir die PCD auflerdem erstmalig die Generierung eines donorspezifischen Krank-
heitsmodells basierend auf der biologischen Matrix SIS gezeigt werden. Der Phanotyp der
PCD-Modelle wurde mit Hilfe der HSVM verifiziert und strukturelle zilidre Defekte der
PCD-Patienten konnten mit Hilfe von ultrastrukturellen Analysen bestatigt bzw. identi-
fiziert werden. Zusétzlich sollte die Identifizierung eines spezifischen Biomarkers fiir die
CF und die PCD mit Hilfe der Raman-Spektroskopie stattfinden, um einen potentiellen
neuartigen diagnostischen Ansatz aufzudecken. Jedoch konnte in diesem Versuchsaufbau
weder ein Biomarker fiir die CF noch fiir die PCD gefunden werden.

Zum Aufbau eines PCD-Modells, das die Untersuchung von Therapeutika, z. B. PTC124,

fiir Patienten zugénglich macht, konnte eine PCD-Zelllinie generiert werden. Da Primér-
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zellen jedoch fiir genetische Modifikationen aufgrund ihrer geringen Lebensdauer ungeeig-
net sind, wurden vier verschiedene Atemwegsepithelzelllinien (HBEC3-KT, Calu-3, VA10
und Cl-huAEC) in 3D auf deren mukozilidren Phanotyp und insbesondere auf deren zilidre
Funktionalitat untersucht. Hierbei wurde gezeigt, das lediglich die HBEC3-KT-Zelllinie
in zilientragende Zellen differenzierte, jedoch die in vivo Situation, aufgrund der geringen

Anzahl an Kinozilien und deren geringer Aktivitat, nicht vollstdndig abbildet.

6.1 Charakterisierung von 3D-Atemwegstestsystemen

Eine kontinuierliche und standardisierte Verfiigharkeit von Spendergewebe kann nicht
immer gewéhrleistet werden, wodurch nasale Schleimhautabstriche eine leicht verfiighare
Alternative zu nasalen oder tracheobronchialen Gewebebiopsien darstellen. Ein Vorteil
der Schleimhautabstriche gegentiber der Gewebebiopsien besteht darin, dass das Donor-
material gleichermaflen von gesunden Menschen sowie wiederholt gewonnen werden kann,
wohingegen nasale oder tracheobronchiale Schleimhautresektate hauptsichlich wahrend
Operationen aus umliegenden Bereichen des zu entfernenden erkrankten Gewebes und
in der Regel nur einmalig gewonnen werden kénnen. Dadurch kann nicht gewahrleistet
werden, dass es sich bei dem Spendermaterial um komplett gesundes Gewebe handelt.
Deshalb bestand eine Aufgabe dieser Dissertation darin, eine Methode zur Zellisolati-
on aus nasalen Schleimhautabstrichen zu etablieren, um zum einen eine konstante Ver-
sorgung mit respiratorischen Epithelzellen zu garantieren und zum anderen mit hoher
Wahrscheinlichkeit sicherzustellen, dass es sich bei den Proben nicht um erkranktes Ge-
webe handelt. Die durch diese Methode erhaltenen Epithelzellen kénnen zum Aufbau von
respiratorischen Mukosamodellen dienen, die in dieser Arbeit beispielsweise zur Etablie-
rung der Hochgeschwindigkeitsvideomikroskopie und der Auswertung der zilidren Akti-
vitdt von 3D-Atemwegsmodellen herangezogen wurden. Bei der Zellgewinnung mittels
nasalen Schleimhautabstrichen handelt es sich um eine Methode, die in der Klinik stan-
dardméfig zum Einsatz kommt [155, 156]. Patientenmaterial kann einfach und ohne in-
vasiven Eingriff bereits im Kindesalter gewonnen werden. Die einfache Probengewinnung
im Kindesalter ermoglicht die Generierung eines Krankheitsmodells, mit Hilfe dessen eine
frithzeitige mafigeschneiderte Therapie sichergestellt werden kénnte. Mit der Etablierung
dieser Methode und der Erstellung einer entsprechenenden SOP (engl. standard opera-
tion procedure) eroffnet sich die Moglichkeit zur standardisierten Zellgewinnung. Jedoch
ist hierbei anzumerken, dass anhand eines nasalen Schleimhautabstrichs lediglich nasa-

le Epithelzellen und keine nasalen Fibroblasten isoliert werden konnen. Dies fithrt dazu,

69



6 Diskussion

dass zum Modellaufbau Fibroblasten eines weiteren Spenders oder aus einer entsprechen-
den Gewebebiopsie des gleichen Spenders herangezogen werden miissen. Somit besteht
die Moglichkeit, dass das Gewebemodell nicht komplett das respiratorische Epithel eines
Patienten widerspiegelt. Dies kann unter anderem bei der Identifizierung eines personali-
sierten Therapieansatzes dazu fithren, dass die in vitro Situation die in vivo Situation nicht
vollstandig abbildet und die Therapie im Patienten nicht das gewtinschte Ergebnis erzielt.
Allerdings wurde bereits gezeigt, dass Fibroblasten, unabhéngig von deren Herkunft, einen
positiven Einfluss auf die epitheliale Zelldifferenzierung im 3D-Atemwegsmodell hat [122,
157].

In 2D wurde der epitheliale Charakter von respiratorischen Primarzellen sowie von vier
verschiedenen Atemwegsepithelzelllinien mittels CK14-Farbung untersucht. Es stellte sich
heraus, dass weder die Zelllinie Calu-3 noch Cl-huAEC CK14 exprimierten. Smirnova
et al. beschrieben, dass CK14-positive Zellen nicht in den distalen Atemwegen vorkom-
men [158]. Die Calu-3-Zelllinie stammt urspriinglich aus einem submukosalem Lungenade-
nokarzinom und bei Cl-huAEC ist der exakte Ursprung in den Atemwegen nicht geklart.
Um zu verifizieren, dass es sich bei der Cl-huAEC-Zelllinie tatsdchlich um eine Zelllinie
handelt, die die unteren Atemwege reprasentiert, miissen weitere Farbungen mit spezifi-
schen Markern, z. B. dem surfactant Protein, durchgefithrt werden.

Die Gewebemodelle, die im Rahmen dieser Arbeit aufgebaut wurden, basieren auf zwei
unterschiedlichen Matrices: der biologischen Matrix SIS sowie der synthetischen PET-
Membran. Bei der SIS handelt es sich um ein Teilstiick der BioVaSc-TERM®, welche ein
Segment eines dezellularisierten Schweinediinndarms darstellt und das eine intakte Ge-
faBstruktur besitzt [159]. Diese Matrix bietet durch ihre Zusammensetzung viele Vorteile
gegentiber der synthetischen PET-Membran. Sie besteht hauptséchlich aus Kollagen und
Elastin [120, 148], wodurch sie den Zellen extrazellulire Komponenten und eine komplexe
Gewebearchitektur liefert. Dadurch sind Zelladhésion, Proliferation sowie eine organi-
sierte Anordnung und Zelldifferenzierung gewéhrleistet [110, 117, 118]. Dies ermoglicht
die Generierung eines 3D-Gewebemodells mit hoher in vivo Korrelation. Da die Aufar-
beitung der biologischen Matrix am Lehrstuhl fiir Tissue Engineering und Regenerative
Medizin jedoch von verschiedenen Personen per Hand durchgefiihrt wird, konnen die Ma-
trices untereinander Varianzen aufweisen. Es ist keine komplette Standardisierung des
Aufbereitungsprozesses gewéahrleistet, da die Mukosaschichten des Schweinejejunums in
abweichender Form entfernt werden kénnen. Dadurch kénnen Zellen auf unterschiedlich
aufbereiteten Matrices Diskrepanzen in der Zelladhdsion und/oder Zellanordnung auf-

zeigen. Die PET-Membran hat zwar den Nachteil, dass sie keine vergleichbare in vivo
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Korrelation wie die biologische Matrix zeigt, jedoch ist es moglich den Modellaufbau auf
der PET-Membran besser zu standardisieren. In den in dieser Arbeit generierten 3D-
Atemwegstestsystemen konnte gezeigt werden, dass die Matrix keinen Einfluss auf die
Zelldifferenzierung hat und die 3D-Gewebemodelle sowohl auf der biologischen, als auch
der synthetischen Matrix in den mukozilidren Phanotyp differenzieren.

Wie bereits in vorherigen Publikationen unserer Arbeitsgruppe gezeigt wurde, ist es mog-
lich, 3D-Atemwegsgewebemodelle mit respiratorischen Primérzellen zu generieren [122,
147]. Primérzellen haben den Vorteil, natives und personalisiertes Gewebe zu reprisen-
tieren [160]. Obwohl Primérzellen als die physiologisch relevantesten angesehen werden,
weisen sie einige Nachteile auf. Sie sind zwar kommerziell erhaltlich, aber teuer, zeigen eine
geringe Lebensdauer und sind nicht standardisierbar. Es besteht eine Variabilitat zwischen
Spendern, Passagen oder Experimenten, zudem sind Primérzellen schwer transfizier- bzw.
genetisch modifizierbar [161, 138]. Atemwegsepithelzelllinien stellen eine mogliche Alter-
native zu Primarzellen dar. Mit Hilfe von Zelllinien ist es zwar nicht moglich individuelle
Krankheitsmodelle aufzubauen, jedoch sind Zelllinien gut verfiigbar, liefern héhere Zell-
zahlen, eine erhohte Lebensdauer und sind leichter zu kultivieren [160]. Des Weiteren
besteht die Moglichkeit, Zelllinien genetisch zu modifizieren und somit eine Krankheits-
zelllinie zu generieren, wie es bereits mit Hilfe des CRISPR/Cas9 Systems fur die CF
gezeigt werden konnte [162]. Bei physiologisch relevanten 3D in wvitro Testsystemen der
Atemwege sind funktionale Kinozilien auf mindestens 60 % der Modelloberfliche not-
wendig [139], weshalb die vier Atemwegsepithelzelllinien HBEC3-KT, Calu-3, VA10 sowie
Cl-huAEC hinsichtlich ihres mukozilidren Phénotyps mit besonderem Fokus auf deren
zilidre Funktionalitat untersucht wurden.

Sowohl in der histomorphologischen und ultrastrukturellen Analyse als auch der Cha-
rakterisierung spezifischer Marker der Atemwege mittels IF konnte gezeigt werden, dass
HBEC3-KT in den mukoziliaren Phanotyp differenziert sind. Die Atemwegsepithelzelllini-
en Calu-3, VA10 und Cl-huAEC hingegen zeigten nur partielle Merkmale des Atemwegs-
epithels und keine Kinozilien auf der apikalen Modelloberflache.

HBEC3-KT bildeten morphologisch den mukozilidren Phantoyp am besten ab, jedoch be-
deckten funktionale kinozilientragende Zellen lediglich schatzungsweise 5 % der Modell-
oberfliche auf Gewebemodellen basierend auf der SIS. Bei der Kultivierung auf Trans-
wellmembranen konnten keine funktionalen Kinozilien nachgewiesen werden. In vorherigen
Studien konnte aber gezeigt werden, dass HBEC3-KT Zellen auf Transwell-Inserts bzw.
Kollagengel in zilientragende Zellen differenzieren, jedoch gibt es keine Informationen
tiber deren Anzahl und keinen Nachweis iiber deren Funktionalitdt [163, 141]. In elek-
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tronenmikroskopischen Aufnahmen konnten in SIS-basierten HBEC3-KT-Modellen viele
Mitochondrien nahe der epithelialen Oberfliche identifiziert werden. Diese gewéhrleisten
in den humanen Atemwegen die Verfiigbarkeit von ATP (Adenosintriphosphat) zur Un-
terstiitzung des Zilienschlags, der durch die motorische Aktivitat des axonemalen Dyneins
vermittelt wird [10]. Jedoch konnte in HBEC3-KT-basierten Atemwegsmodellen kein ge-
richteter Zilienschlag identifiziert werden.

Calu-3 bildete mehrschichtige Zellcluster auf der apikalen Seite der Modelle, die Muzine
Mucbac und Muchb waren vorhanden und Mikrovilli sowie TJ konnten in der ultrastruk-
turellen Analyse identifiziert werden. In fritheren Studien auf Transwell-Inserts konnten
dhnliche morphologische Merkmale gezeigt werden [164, 165]. Bisher wurde die Calu-3
Zelllinie vor allem fiir Untersuchungen von TJ und Barriereformation herangezogen [166].
Calu-3 war die einzige Zelllinie, die kein CKJ5, sondern lediglich CK18 exprimierte, was
darauf schlieffen lasst, dass diese keine vorlauferahnlichen Charakteristika beherbergt.
In 3D-Gewebemodellen basierend auf der VA10 Zelllinie war eine plattenepitheldhnliche
Oberflache zu erkennen, die TJ und lediglich Mikrovilli ausbildeten. Es konnten unorgani-
sierte CKb5-positive Basalzellen und CK18-positive differenzierte Epithelzellen verifiziert
werden und eine geringe Menge an Mukus. Benediktsdottir et al. konnten zeigen, dass
VA10 durchaus in der Lage sind auf Transwellmembranen in zilientragende Zellen zu dif-
ferenzieren, die 10 - 15 % der Modelloberfliche bedeckten und eine Zilienschlagfrequenz
von 6 - 7 Hz aufwiesen [140]. In dieser Arbeit ist es nicht gelungen, die Kulturbedingun-
gen und den Modellaufbau mit Hilfe der biologischen Matrix soweit zu optimieren, dass
zilientragendes Epithel entstand. Die Gewebemodelle mit Cl-huAEC wiesen die niedrigste
in vivo Korrelation mit dem respiratorischen Epithel auf. Es konnten zwar TJ, Mikrovilli
und CKb5-positive Basal- sowie CK18-positive differenzierte Epithelzellen nachgewiesen
werden, allerdings waren weder Kinozilien noch Muzine auf der epithelialen Oberfliche
vorhanden. Cl-huAEC wéren eine moégliche Zelllinie, um die unteren Atemwege zu re-
prasentieren. Dafiir miissen spezifische Marker der unteren Atemwege, z.B. surfactant
Proteine [167], verifiziert werden.

Es konnte gezeigt werden, dass HBEC3-KT zwar in funktionale kinozilientragende Zel-
len in der 3D-Zellkultur auf der biologischen Matrix differenzieren, diese sind aber nur
auf schatzungsweise 5 % der Modelloberfliche prasent und zeigen keine normale Zilien-
schlagfrequenz, die in den gesunden Atemwegen zwischen 8 - 20 Hz liegt [56]. Dadurch ist
HBEC3-KT keine geeignete Zelllinie, die die in vivo Situation komplett abbildet und zur
Generierung einer PCD-Zelllinie mittels des CRISPR/Cas9-Systems herangezogen werden

konnte.
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Die nasalen sowie tracheobronchialen Primarmodelle auf der SIS oder der PET-Membran
bildeten den mukozilidren Phénotyp aus. Gemafl Schweinlin et al. erfolgte deren Cha-
rakterisierung. Dariiber hinaus fand eine detailliertere Analyse der Modelle statt. Neben
funktionalen Kinozilien auf geschétzt 80 - 90 % der Modelloberfliche, waren TJ, eine
Basallamina und spezifische Marker der Atemwege vorhanden. Nasale Modelle auf der
SIS sowie tracheobronchiale Modelle auf der PET-Membran (MucilAir™) wiesen mehr
Kinozilien auf, als nasale Modelle auf der PET-Membran bzw. tracheobronchiale auf der
SIS. Dies konnte zum einen durch die donorabhéngige Variabilitat erkldrbar sein [161],
zum anderen handelt es sich bei den MucilAir™Modellen um kommerziell erhéltliche
und standardisierte Atemwegsmodelle, die bereits seit langer Zeit fiir viele Studien der
Atemwege verwendet werden und eine hohe Qualitit aufweisen [168, 169].

Es wurde eine Methode zur Analyse der zilidren Aktivitat entwickelt, die ergdnzend zur
histologischen bzw. immunhistologischen Charakterisierung von 3D-Atemwegsmodellen
Aufschluss iiber die Funktionalitdt des Gewebemodells gibt. Da funktionale Kinozilien
auf mindestens 60 % der Modelloberfliche notwendig sind [139], um ein Testsystem zu
erhalten, das eine hohe in vivo Korrelation aufweist, bietet die etablierte Methode die
Moglichkeit die Modelle entsprechend zu charakterisieren. Ebenfalls ist die Analyse des
mukozilidren Transports gegeben, der gleichermafien Informationen iiber die korrekte Aus-
richtung des Zilienschlags liefert. Die zilidre Motilitat resultiert aus prézise gesteuerten
Dyneinmotoren und dem mechanischen sowie chemischen Zusammenspiel von axonema-
len strukturellen und enzymatischen Komponeten [170]. Die mukozilidre Selbstreinigung
erfordert, um den Transport von Fremdstoffen zu gewéhrleisten, die einheitliche Orientie-
rung der Zilien einzelner sowie benachbarter Zellen und entlang der Gewebeachse [171].
Diese ist durch die planare Signaliibertragung der Zellpolaritat, die die Richtungsabhén-
gigkeit spezifiziert und die respiratorischen Zilien orientiert, garantiert [171].

Waihrend der funktionalen Analyse der 3D-Atemwegsmodelle wurde zur Equilibrierung
der Frequenz eine Stabilisierungsphase von 30 Minuten festgelegt. Dies deckt sich mit an-
deren Studien, in welchen bereits gezeigt wurde, dass sich die CBF zunéchst einpendeln
muss, bevor die Substanzapplikation erfolgt [172].

Zusammengefasst wurde eine tracheobronchiale Zilienschlagfrequenz nachgewiesen, die
sich auf der PET-Membran zwischen 8 - 12 Hz bzw. auf der SIS zwischen 12 - 14 Hz
bewegte. Dies korreliert mit bereits durchgefiihrten Studien. Liu et al. berichteten bei-
spielsweise iiber eine CBF von 9 - 10 Hz in tracheobronchialen 3D-Gewebemodellen auf der
PET-Membran [173], wohingegen Yager et al. Werte im Bereich 14,7 + 1,16 Hz in tracheo-

bronchialen zilientragenden Zellen nachweisen konnten [174]. In nasalen Gewebemodellen
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auf der PET-Membran lag die Zilienschlagfrequenz zwischen 10 - 12 Hz, wohingegen diese
auf der SIS 12 - 14 Hz betrug. Ong et al. beschrieb eine Zilienschlagfrequenz von 11,6 +
1,5 Hz in nasalen 3D air-liquid Zellkulturen auf der PET-Membran [172], die mit den hier
gezeigten Modellen korreliert.

Die Zilienschlagfrequenzanalyse der Primarmodelle zeigt Unterschiede zwischen nasalen
und tracheobronchialen Modellen. Einige Studien besagen, dass kein signifikanter Un-
terschied zwischen nasaler und tracheobronchialer Zilienschlagfrequenz besteht [175, 176].
Moégliche Unterschiede kénnen aber dadurch erklért werden, dass es sich bei den Spendern
der nasalen Epithelzellen in den meisten Fallen um gesunde Donoren handelte, wohinge-
gen die tracheobronchialen Gewebebiopsien von Patienten stammten, die an einem Tumor
des respiratorischen Traktes litten. Clary-Meinesz et al. hingegen beschrieben, dass die
CBF, je weiter distal man sich in den humanen Atemwegen befindet, abnimmt [177].
Obwohl die Tragerstruktur histomorphologisch keinen Einfluss auf die Zelldifferenzierung
gezeigt hat, konnte in der CBF-Analyse ein Unterschied festgestellt werden. Die Epithel-
zellen des Donors 4 auf der SIS wurden ebenfalls zum Modellaufbau auf der synthetischen
Matrix herangezogen (Spender 2). Hier konnte ein wesentlicher Unterschied identifiziert
werden. Die CBF auf der biologischen Matrix war hoher als auf der PET-Membran. Um
zu verifizieren, dass tatsachlich die Matrix den Einfluss auf die CBF ausiibt und nicht
nur eine Varianz des Experiments bzw. der Passage vorliegt, miissten Experimente zu-
kiinftig mit mehreren Spendern wiederholt werden. In MucilAir™ Modellen wurde an
Zeitpunkt 0 Minuten fiir alle drei Donoren eine hohere CBF ausgewertet, als in den dar-
auffolgenden 30 Minuten. Dies lasst darauf schlieBen, dass hier keine Donorvariabilitét
vorliegt.

Um den Einfluss von 0,9 % NaCl-Losung und Salbutamol auf die zilidre Aktivitit der Pri-
marmodelle zu untersuchen, wurden diese mittels Aerosolgenerator appliziert. Dies zeigt
ecine hohe Ubereinstimmung zu therapeutischen Mafinahmen, die in der Praxis iiber Inha-
lationssysteme verabreicht werden. Es konnte ein Einfluss der beiden vernebelten Substan-
zen 0,9 % NaCl-Losung und Salbutamol auf die Zilienschlagfrequenz der Primérmodelle
festgestellt werden. In Studien wurde gezeigt, dass die Zugabe von isotoner Kochsalzlosung
eine Abnahme der Zilienschlagfrequenz um 46 % in kryokonservierter Schleimhaut der Na-
sennebenhéhlen bewirkt [178], wohingegen Boon et al. sowie Min et al. keine Anderung
der zilidren Schlagfrequenz nach Zugabe von isotoner Kochsalzlésung beobachteten [179,
180]. In dieser Arbeit konnte allerdings ein leichter, tendenzieller Anstieg der CBF in
beiden, nasalen und tracheobronchialen, Modellen nachgewiesen werden. Eine mogliche

Ursache hierfiir ist, dass die Kochsalzlosung selbst als niedrig konzentrierte Losung den
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vorhandenen Mukus auf der Modelloberfliache 16st, sodass die Kinozilien dadurch schneller
schlagen kénnen. Hoher konzentrierte, hypertone Kochsalzlosung wird bei CF-Patienten
routineméfig als Inhalativum eingesetzt und verbessert den Schleimtransport [181]. Die
Hypothese lautet, dass hypertone Kochsalzlosung eine anhaltende Zunahme des Volu-
mens der perizilidren Fliissigkeitsschicht bewirkt [182]. In einer Studie mit Patienten, die
an chronischer Bronchitis litten, wurde gezeigt, dass im Vergleich zur 0,9 %igen Koch-
salzlosung die hypertone Kochsalzlosung das Sputumgewicht und die Selbstreinigungsrate
verdoppelte [183]. Moglicherweise zeigt die Kochsalzlosung in unserem Experiment einen
konzentrationsunabhéngigen Effekt, der in eine hohere CBF resultiert.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Zilienschlagfrequenz sowohl im nasalen als auch
im tracheobronchialen Atemwegsmodell nach Salbutamolzugabe signifikant zunimmt. Die
Frequenz nahm im nasalen Modell um knapp 24 % zu, wohingegen im tracheobronchia-
len Modell ein Anstieg von fast 21 % zu verzeichnen war. Dies korreliert mit fritheren
Studien, in denen nach Salbutamolinhalation in vivo ein signifikanter Anstieg der Zili-
enschlagfrequenz zu erkennen war [184] und die CBF in vitro um 17 % zunahm [179)].
Salbutamol ist ein G2-adrenerger Rezeptor Agonist [185] und findet als Bronchodilatator,
vor allem bei Asthmapatienten, seinen Einsatz. Die Wirkung beruht auf der Aktivierung
der Adenylatzyklase, wodurch die zyklische AMP (cAMP)-Synthese erhoht wird und eine
Entspannung der glatten Bronchialmuskulatur resultiert [186]. cAMP gilt als moglicher
Regulator der zilidren Aktivitdt des humanen Atemwegspithels, was die erhohte CBF nach
Salbutamolgabe erkldren konnte [187, 188].

Die in dieser Arbeit angewandte Substanzapplikation via Aerosolgenerator bildet die Pra-
xis und den klinischen Alltag sehr gut ab. Dennoch gibt es viele Studien, die eine sub-
merse Substanzzugabe favorisieren. Dies bietet zum Beispiel den Vorteil, reversible und
irreversible Substanzeinfliisse zu untersuchen, indem die zu testende Substanz nach ihrer
Wirkungsdauer durch frisches Medium oder Puffer ersetzt wird und die anschlieSende
Verédnderung des Zilienschlags analysiert werden kann. Yaghi et al. konnten zum Beispiel
beweisen, dass ein reversibler Effekt nach Zugabe unterschiedlich konzentrierter Kochsalz-
1osungen besteht [189].

Eine effiziente mukozilidre Selbstreinigung erfordert neben einem koordinierten Zilien-
schlag einer bestimmten Frequenz ebenfalls eine regulierte Muzinsynthese und Muzinse-
kretion [190]. Um Riickschliisse auf die mukozilidre Selbstreinigung ziehen zu kénnen, wur-
de der mukozilidre Transport von kugelformigen Partikeln, sogenannten Dynabeads™, in
den 3D-Gewebemodellen der Atemwege untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass diese

iiber einen gerichteten Zilienschlag sowohl iiber die Oberfliche der auf der SIS als auch
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auf der PET-Membran basierenden Modelle transportiert werden. Matsui et al. berichte-
ten iiber den mukoziliaren Transport in 3D-Zellkulturen von humanen tracheobronchialen
Epithelzellen auf der PET-Membran, der mit 84,2 + 11,2 um/s [191] deutlich niedriger
ist, als der in den hier gezeigten Modellen. Dennoch gehen einige der in dieser Arbeit
bestimmten Werte der mukozilidren Transportgeschwindigkeit mit denen aus in vivo Stu-
dien konform, wo diese ab 4 mm/min bis tiber 20 mm/min (entspricht 67 - 333 pm/s)
gemessen wurde [11]. Die hier dargestellten Modelle bieten den Vorteil einen gerichteten
mukozilidren Transport tiber die gesamte Modelloberflache zu zeigen, wohingegen in man-
chen Studien nur ein Transport in ausgewéhlten Feldern der Modelle beobachtet werden

konnte und in denen keine allgemeine Transportrichtung erkennbar war [190].

6.2 Definierte Krankheitsmodelle

Im Zuge dieser Arbeit wurden personalisierte Krankheitsmodelle fir die zwei seltenen
Erkrankungen zystische Fibrose und primére Ziliendyskinesie generiert und anschlieend

hinsichtlich ihres krankheitsspezifischen Phénotyps untersucht.

6.2.1 Zystische Fibrose

Zur Erstellung von CF-Krankheitsmodellen wurden die Epithelzellen von zwei CF-Spendern
mit F508del Mutation herangezogen und Modelle auf der PET-Membran generiert bzw.
die kommerziell erhéiltlichen CF-MucilAir™Modelle der identischen Spender analysiert.
Die HE-Farbung zeigte ein polarisiertes Epithel, elektronenmikroskopische Aufnahmen
verifizierten Kinozilien auf der Modelloberfliche und ein funktionaler Zilienschlag konnte
nachgewiesen werden. Es war eine hohe Anzahl an Becherzellen sowie Muchac-Expression,
wobei es sich um eines der wichtigsten Muzine des respiratorischen Systems handelt [192],
aufféllig, wodurch die Modelle eine hohe Korrelation zum CF-Phanotyp zeigten [193].

In den CF-Modellen konnte ein funktionaler Zilienschlag identifiziert werden, deren Fre-
quenz mit der der nicht-CF-MucilAirT™Modelle vergleichbar war. Normalerweise ist der
Zilienschlag in CF-Patienten aufgrund des zahfliissigen Schleims verlangsamt [194], jedoch
musste in diesem Versuchsansatz der Mukus weitestgehend weggewaschen werden, weshalb
sich die Zilienschlagfrequenz im Normalbereich befand. Da die Modelle zur Analyse des
Zilienschlags bzw. des mukozilidaren Transports in den Versuchsaufbau iiberfithrt werden
mussten, bestand die Moglichkeit, dass der Mukus in Randbereichen oder sogar der gesam-
ten Oberfliche nicht mehr vorhanden war. Dadurch konnte gezeigt werden, dass unterhalb
der Schleimschicht ein gerichteter Zilienschlag ausgebildet war, wodurch bestatigt werden

konnte, dass CF-Erkrankte nicht an einem Defekt des zilidren Apparats, sondern unter
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einem defekten CFTR-Ionenkanal mit daraus resultierender hochviskoser Sekretbildung
leiden [21]. In Transportstudien konnte nachgewiesen werden, dass die Partikel nicht ge-
richtet, sondern unkoordiniert iiber die Modelloberflache transportiert wurden oder sogar
vollstandig im Mukus festsaflen und kein weiterer Transport stattfand. Die Ursache hierfiir
ist der pathogonomische zahfliissige Schleim sowie eine zu geringe periziliare Fliissigkeits-
schicht. Beides ist auf den Defekt des CFTR-Kanals in CF-Patienten zuriickzufiihren, der
grundlegend fiir die unzureichende Chlorid- bzw. Bicarbonat-Sekretion ist [29].
Aufgrund der Vielfalt der CF'TR-Mutationen und deren heterogenen Pathomechanismen
sind Testsysteme notwendig, um potentielle neue und bestmoglich patientenspezifische
Therapeutika zu entwickeln und anschliefend zu testen. In CF-knockout-Mausen konnte
aufgrund der nicht auftretenden Lungenerkrankungen ein grofler Unterschied zwischen
murinem und humanem Phénotyp aufgedeckt werden, der auf einen alternativen Signal-
weg fiir den Chloridtransport in Mausepithelzellen zurtickgefithrt wurde [195]. Im Gegen-
satz zu Mausen ist in Schweinen und Frettchen die Lungenarchitektur und -physiologie
dem Menschen sehr &hnlich und im Tiermodell wurden fiir beide Spezies erfolgreiche
CEFTR-knockouts erreicht, die den humanen Phanotyp reprisentieren [131, 132]. Eben-
so scheint die Pankreas-Destruktion beim neugeborenen CFTR/"-Frettchen der von CF-
Sauglingen sehr ahnlich zu sein und deutlich weniger schwerwiegend als die ausgedehnte
Destruktion des Pankreas bei neugeborenen CF-Schweinen [132]. Dennoch handelt es sich
um Tiermodelle, die entsprechend des 3R-Prinzips vermieden werden mochten und die
den Phéanotyp des Menschen, beispielsweise aufgrund der Gréfle, nicht komplett abbilden
koénnen.

Da die Symptome der zystischen Fibrose in allen glandularen Epithelien, in denen CFTR
stark exprimiert wird, vorkommen, gelten humane intestinale CF-Organoide, die mit Hil-
fe des swelling assays die CFTR-Funktion beurteilen, bisher als potentielles humanes in
vitro Modellsystem [123]. Allerdings sind respiratorische Symptome vorwiegend fiir die
Mortalitat der CF-Patienten verantwortlich [32], wodurch 3D in wvitro Modelle, die die
Atemwege von CF-Patienten abbilden, als besseres Testsystem fiir zukiinftige Therapeu-
tika gesehen werden kénnen. Neben Enteroiden wurde die CF'TR-Funktionalitét ebenfalls
in respiratorischen Organoiden bzw. Spheroiden untersucht [124, 125]. Jedoch bieten die in
dieser Dissertation generierten CF-Testsysteme den Vorteil, mit hoher in vivo Korrelation
den individuellen CF-Phénotyp abzubilden. Dadurch sind diese als 3D-Testsysteme geeig-

net und konnen ihren Einsatz insbesondere im Hinblick auf personalisierte Medizin finden.
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6.2.2 Primare Ziliendyskinesie

Zur Generierung von PCD-Modellen wurden die Epithelzellen von drei verschiedenen
Spendern herangezogen. Alle drei PCD-Modelle zeigen in immunhistologischen sowie his-
tologischen Farbungen typische morphologische Merkmale der humanen Atemwege. Es
wurden sowohl spezifische respiratorische Zelltypen, wie CK5-positive Basalzellen und
CK18-positive differenzierte Epithelzellen nachgewiesen, als auch die beiden wichtigsten
Muzine des respiratorischen Systems [192], Mucbac und Muc5b. Ebenfalls konnten Ki-
nozilien auf der Modelloberfliche nachgewiesen werden, die sich aufgrund der fehlenden
Motilitat von denen der gesunden Modellen unterscheiden. Die ziliare Funktion basiert auf
den Dyneinarmkomplexen, die an den peripheren axonemalen A Mikrotubuli gebunden
sind [196]. Die am haufigsten vorkommenden Anomalien bei PCD-Patienten umfassen
das Fehlen der dufleren Dyneinarme. Diese Defekte verursachen eine vollstandige oder
nahezu vollstandige Immotilitét der Zilien [197]. Das DNAH5-Gen kodiert fiir die Dynein
schwere Kette 5, den wichtigsten molekularen Motor der ODA [198] und es wurde ge-
zeigt, dass Patienten, die eine DNAH5-Mutation tragen, ODA-Defekte aufweisen [79]. In
der ultrastrukturellen Analyse der Zilienquerschnitte des Donors 1 konnten keine ODA
nachgewiesen werden, wodurch die mit dem Genotyp assoziierte Strukturanomalie der
Kinozilien des Patienten gezeigt werden konnte. Der Patient leidet an einer DNAHS5-
Mutation (IVS76+5G>A und IVS75-2A>T), woraus immotile Kinozilien resultieren, was
ebenfalls in der Hochgeschwindigkeitsvideomikroskopie gezeigt werden konnte.

Die Genetik der zwei weiteren PCD-Patienten war nicht bekannt. In diagnostischen Tests
an der Klinik konnte fiir Donor 2 das Protein DNAH5 weitestgehend als fehlerhaft be-
statigt werden (personliche Absprache mit Dr. med. Florian Segerer, Kinderklinik Wiirz-
burg). In Zilienquerschnitten der TEM-Analysen sind weder innere noch duflere Dynein-
arme sichtbar. Bei kombinierten IDA- und ODA-Defekten handelt es sich um Mutatio-
nen, die folgende Gene betreffen: DYX1C1/DNAAF4 [199], SPAG1 [200], LRRC6 [201],
KTU/DNAAF2 [202], LRRC50/DNAAF1 [203], C210RF59 [204, 205], DNAAF3 [206],
ZMYNDI10 [201], HEATR2/DNAAF5 [207] und PIH1D3 [208]. Es ist eine genetische Ana-
lyse erforderlich, um den genauen Gendefekt zu bestatigen.

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Zilienquerschnitte des Donors 3 konnten
keine IDA nachgewiesen werden. Defekte, die IDA betreffen, sind in der Literatur je-
doch entweder in Kombination mit ODA-Defekten oder mikrotubuldrer Disorganisation
beschrieben, wobei letztere in steifen Kinozilien mit hyperkinetischem Schlagmuster resul-
tieren [198]. Mutationen, die diesen Phénotyp aufweisen, betreffen die Gene CCDC39 [209]
bzw. CCDC40 [210]. Es muss in der Analyse weiterer Zilienquerschnitte geklért werden,
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ob es sich moglicherweise um einen der beiden kombinierten Defekte handeln kann. Fina-
len Aufschluss bietet aber, wie bereits erwahnt, lediglich die genetische Analyse.
Therapeutische Mainahmen um die Ziliendysmotilitat zu korrigieren und somit die muko-
zilidre Selbstreinigung wiederherzustellen, sind derzeit noch nicht moéglich. Gerade deshalb
ist es wichtig, Testsysteme zu entwickeln, um potentielle individualisierte Therapeutika
testen zu konnen. Es stehen zwar mehrere PCD-Tiermodelle zur Verfiigung, jedoch repréa-
sentiert keines den humanen Phénotyp [56]. Mdnah5 (mouse DNAHS5)-knockout-Méuse,
beispielsweise, zeigen neben den typischen PCD-Symptomen die Ausbildung eines Hydro-
cephalus [211]. Das Vorkommen von Hydrocephalus in PCD-Patienten ist selten, jedoch
ist dieser ein haufiges Merkmal der Krankheit in Mausmodellen [212]. Dennoch dienten
Dnaicl-knockout-Mause als Modellorganismus, in dem gezeigt werden konnte, dass die
Genersatztherapie eine geeignete Behandlungsoption bei PCD-Patienten darstellen kann.
Die ziliare Funktion wurde mit Hilfe eines lentiviralen Vektors, der Dnaicl exprimierte,
wiederhergestellt [137].

Humane Systeme stellen trotz allem die beste Option zur Entwicklung neuer Therapeuti-
ka dar. Ahmed et al. generierten eine PCD-Stammzelllinie eines Patienten mit CCDC40-
Mutation [213]. Solche Zelllinien kénnten zukiinftig zum Aufbau von PCD-Modellen her-
angezogen werden, um gentherapeutische Ansédtze im humanen System zu erforschen. Es
konnte gezeigt werden, dass ein individualisiertes PCD-Modell basierend auf humanen
Primérzellen generiert werden kann. Dieses Modell hat gegeniiber allen bisherigen Mo-
dellsystemen den groflen Vorteil, dass es, aufgrund der biologischen Matrix, den humanen
Phanotyp sehr gut reprasentiert. Dadurch dass die Modelle eine wesentlich langere Lebens-
dauer aufweisen als beispielsweise Einzelzellkulturen aus nasalen Schleimhautabstrichen,

konnen patientenspezifische Therapieansatze getestet werden.

6.3 lIdentifizierung eines Biomarkers mittels Raman-Spektroskopie
fiir die seltenen Erkrankungen zystische Fibrose und primare
Ziliendyskinesie

Zur Identifizierung eines potentiellen Biomarkers, der fiir die beiden seltenen Erkrankun-

gen CF und PCD einen neuartigen diagnostischen Ansatz hervorbringen konnte, wurden

Patientenzellen und Atemwegsepithelzellen von nicht-CF bzw. PCD-Erkrankten als Kon-

trolle mittels nicht-invasiver Raman-Spektroskopie analysiert. Durch den hohen Spek-

tralanteil der Zellen, stellt die Raman-Spektroskopie ein potentielles Diagnosewerkzeug
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dar, wobei krankheitsassoziierte Molekiile sehr spezifische spektrale Eigenschaften auf-
weisen miissen, um zur Charakterisierung eines krankheitsspezifischen Biomarkers bei-
zutragen [214]. Fur eine zukiinftige klinische Anwendung ist es notwendig, eine Spek-
tralbibliothek bzw. Datenbank zu generieren, die aus allen aufgezeichneten Spektren von
Patienten- und Kontrollproben besteht und die anschlieend fiir ein zuverlédssiges auto-
matisiertes Screening unbekannter Proben verwendet werden kann. Die klinische Diagno-
stik konnte im Hinblick auf Zeit- und Kosteneinsparungen erheblich durch die Raman-
Spektroskopie verbessert werden, wenn entsprechende diagnostische Verédnderungen des
Ramanspektrums der Patientenzellen identifiziert werden kénnen.

Spezifische Molekularbindungen schwinge